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Pseudomonas aeruginosa ( P. aeruginosa ), hastanede yatan bagisikligi baskilanmig hastalarda
yiiksek oranda mortalite ve morbiditeye neden olan en 6nemli firsatg1 patojenlerden biri olarak
bilinmektedir. Quorum Sensing (QS) sisteminin biyofilm olusumunda, olgunlasma, dagilim asamasinda
ve ilag direncinde rolii oldugu belirlenmistir. Giiniimiizde patojenin viriilansinin azaltilmasi ve etken ile
konak arasindaki etkilesimin ortadan kaldirilmasi, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde en umut verici
tedavi yontemlerinden biridir. Bu calismada, Klinik P. aeruginosa izolatlarmin antibiyotiklere karsi
direncinin, biyofilm Gretiminin, QS’in lasl, lasR virillans genlerinin varliginin ve diren¢ geni gyrB’nin
belirlenmesinin ve aralarindaki iliskilerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Calisma materyalini, Kerkik
Hastanelerinde 7-70 yas arasi hastalardan izole edilen ve atik haldeki Pseudomonas spp izolatlari
olusturmustur. 125 klinik 6rnekten izole edilen bakteri suslar1 segici besiyeri olan Setrimid agar’da
buyatilip VITEK-2 ile identifiye edilerek 50 izolat (1 yanik, 28 yara, 14 idrar, 4 kan, 2 balgam, 1
bronsiyal) P. aeruginosa olarak dogrulanmistir. Daha sonra tesbit edilen suslarin ELISA sistemi
kullanarak kantitatif biyofilm testi yapilmistir. 50 atik bakterinin laboratuvar duyarlilik testleri
sonuglarna gore, en direngli 30 P. aeruginosa izolatinin farkli ve daha genis antibiyotiklere duyarlilig:
VITEK-2 otomatik sistemi kullanilarak arastirilmistir. lasl, lasR ve gyrB genlerinin polimeraz zincir
reaksiyonu (conventional PCR) ve Agaroz Jel Elektroforezi teknigi ile varlig: tesbit edilmistir. 47 adet P.
aeruginosa izolatinin kantatif ELISA biyofilm test sonuglar1 % 2.2’sinin negatif, %97.8’nin pozitif
oldugu goriilmistiir. Ayrica pozitif olan sonuclarin %10.6’nin siddetli, %23.4'nin orta siddetli ve
%63.8’nin zayif giddetli biyofilm trettigi gozlemlenmistir. Vitek-2 duyarlilik testlerine gore ¢oklu ilag
direnci (MDR) iceren en direncli P. aeruginosa izolatlarnin QS genleri olan lasR, lasl genlerini %96,6
oraninda bulundurdugu tesbit edilmistir. Ayn1 zamanda direng geni gyrB’nin %96.6 oraninda varligi
gozlemlenmistir. Bu gyrB ihtiva eden bakterilerin en ¢ok florokinolonlar grubu olan ciprofloxacin,
levofloksasin ve antibiyotiklere direngli oldugu goriilmistiir. Bu ¢aligma antibiyotige direngli bakteriler
ve QS sistemi ile biyofilm olusturan suslarin hizl tesbiti ile etkili tedaviye sagladigi katkiy1 gostermek

agisindan 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, gyrB, Klinik P. aeruginosa, PCR, QS genleri.
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Pseudomonas aeruginosa ( P. aeruginosa ) is known as one of the most important
opportunistic pathogens that cause high rates of mortality and morbidity in hospitalized
immunocompromised patients. Quorum Sensing (QS) system has been determined to have a role
in biofilm formation, maturation, distribution stage and drug resistance. Today, reducing the
virulence of the pathogen and eliminating the interaction between the agent and the host is one of
the most promising treatment methods in the treatment of infectious diseases. In this study, it was
aimed to determine the resistance of clinical P. aeruginosa isolates to antibiotics, biofilm
production, the presence of QS lasl, lasR virulence genes, and the resistance gene gyrB and their
relationships. The study material consisted of 125 clinical Pseudomonas spp isolates in waste
form, isolated from patients aged 7-70 years in Kirkuk Hospitals. Bacterial strains isolated from
125 clinical specimens were grown on the selective medium Cetrimid agar and identified with
VITEK-2, and 50 isolates (1 burn, 28 wounds, 14 urine, 4 blood, 2 sputum, 1 bronchial) were
confirmed as P. aeruginosa. Then, quantitative biofilm test of the determined strains was
performed using the ELISA system. According to the results of laboratory susceptibility tests of
50 waste bacteria, the susceptibility of the 30 most resistant P. aeruginosa isolates to different and
wider antibiotics was investigated using the VITEK-2 automated system. The presence of lasl,
lasR and gyrB genes was determined by polymerase chain reaction (conventional PCR) and
Agarose Gel Electrophoresis technique. Quantitative ELISA biofilm test results of 47 P.
aeruginosa isolates were found to be 2.2% negative and 97.8% positive. In addition, it was
observed that 10.6% of the positive results produced severe, 23.4% moderate and 63.8% weak
biofilms. According to Vitek-2 susceptibility tests, it was determined that the most resistant P.
aeruginosa isolates containing multi drug resistance (MDR) contained lasR and lasl genes, which
are QS genes, at a rate of 96.6%. At the same time, the presence of the resistance gene gyrB was
observed in 96.6%. These gyrB-containing bacteria were found to be most resistant to
fluoroguinolones, ciprofloxacin, levofloxacin, and antibiotics. This study is important in terms of
showing the contribution it provides to effective treatment with the rapid detection of antibiotic-
resistant bacteria and biofilm-forming strains with the QS system.

Keywords: Biofilm, Clinic P. aeruginosa, gyrB, PCR, QS genes.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

pL: Mikrolitre

0C: Santigrat derece
dk.: Dakika

g: Gram

sn: Saniye

Kisaltmalar

AMO: Amoksisilin

AMP: Ampisilin

AST: Antibiyotik hassasiyet testi

CF: Kistik fibroz

CIP: Siprofloksasin

DNA: Deoksiribontkleik asit

FQ: Florokinolonlar

GEN: Gentamisin

gyrB: DNA giraz gen

H20: Su

IMI: Imipenem

KF: Kistik fibrozis

lasl: Quroum Sensing gen

lasR: Quroum Sensing gen

MICs: Minimum inhibit6r konsantrasyonlar
NA: Nalidiksik asit

NCBI: National Center for Biotechnology Information
P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa
PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

QS : Quroum Sensing

R: Direncli

S: Duyarli

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

B-lactams: Beta-laktamazlar

ODC : Optik yogunluk esik degeri.
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1. GIRIS

Pseudomonadaceae familyasina ait Pseudomonas cinsinde suda ve toprakta
yasayan ¢esitli gram negatif, fermente olmayan aerobik basiller bulunmaktadir. Bu tir
bakterilerin ¢ogu bitki ve hayvanlar i¢in patojeniktir. Pseudomonas aeruginosa ( P.
aeruginosa), Pseudomonas cinsinde en sik izole edilen insan patojenidir. P. aeruginosa,
ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis bireyler i¢in 6nemli bir firsatgr patojendir
(Bastiirk, 2005). Hastanelerdeki P. aeruginosa enfeksiyonlar1 oncelikle yogun bakim
tinitelerinde tedavi goren yanik ve kronik hastaligi olan hastalar1 etkilemektedir (Yetkin
ve ark., 2006).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda P. aeruginosa 'nin neden oldugu
enfeksiyonlarin hastanelerdeki en biiylik sorunlardan biri oldugu ve 6liim oranlarmnin
%18'den %61'e yiikseltigini agikca gostermektedir (Moghaddam ve ark., 2012). Klinik
ve cevresel drneklerden P. aeruginosa tespiti icin geleneksel mikrobiyolojik teknikler
giivenilirdir, ancak tamamlanmas1 zaman alir. PCR, hastanelerde enfekte izolatlarin
hizli bir sekilde tanimlanmas1 ve hastalar i¢in tedavi kararlari i¢in kritik 6neme sahiptir
(Khan ve Cerniglia, 1994; Qin ve ark., 2003). P. aeruginosa, bir¢ok antibiyotige direng
kazanmig bir bakteri tiirtidiir. Bu bakterinin neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmek,
su anda mevcut olan bir¢ok antibiyotige direnme kabiliyeti g6z Oniine alindiginda
biiyiik bir risk tasimaktadir (Lister ve ark., 2009; Lari ve ark., 2015). Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) yakin zamanda, enfeksiyonlarin neden oldugu hastaliklar1 tedavi etmek
icin yeni antibiyotikler gelistirmek i¢in acilen ihtiya¢ duyulan {i¢ bakteri tlrlinden biri
olan karbapenem direncli P. aeruginosa'y: dahil etmistir (Tacconelli ve ark., 2018).
Ayrica tedavi sirasinda asir1 antibiyotik kullanimi, P. aeruginosa'nin ¢oklu ilaca direngli
suslarinin  gelisimini hizlandrmakta ve bu mikroorganizmalara kars1 etkisiz
antimikrobiyal tedavi ile sonuglanmaktadir (Hirsch ve Tam, 2010).

P. aeruginosa genomu (5.5-7 Mb), diger bakterilerin genomuna kiyasla
nispeten biyuktir, metabolizmayi, tasima ve organik akisi diizenleyen enzimlerin
onemli bir parcasidir. P. aeruginosamin gelismis kodlama kapasitesi, metabolik
cesitlilige ve cevresel degisikliklere yiiksek uyum saglamaktadir (Klockgether ve ark.,
2011). Anaerop gram negatif bakterilerden biri olan P. aeruginosa, 6zellikle yogun
bakim {initelerinde (YBU) hastane enfeksiyonlarinin en &nemli nedenlerinden biri

olarak bilinmektedir (Neuhauser ve ark., 2003). Bu bakteri dogada bir¢cok yerde



bulunabilmesine ragmen yogun bakim hastalar1 gibi bagisiklik sistemi zayif kisilerde
firsatg1 enfeksiyonlara neden olabilmektedir (Lyczak ve ark., 2000).

P. aeruginosa, yiiksek nemli ve basit besinler igeren bir ortam gibi ¢esitli
kosullar altinda biiyiiyebilen her yerde bulunan bir mikroorganizmadir. Antibiyotiklere
ve dezenfektanlara karsi yiiksek direnci nedeniyle, bu bakteri doktor ve hemsire
kiyafetleri, lavabolar, yiyecekler, bilgisayar klavyeleri, kanalizasyonlar, musluklar, icme
sular1, eczane miistahzarlar1 ve kontamine tibbi malzeme ekipmanlar1 dahil olmak {izere
hastanenin ¢esitli alanlarinda siklikla bulunmaktadir (Davane ve ark., 2014; de Abreu ve
ark., 2014).

P. aeruginosa'nin viriilansinda hem hiicresel hem de hiicre dis1 faktorler 6nemli
bir rol oynamaktadir. Bunlardan 6zellikle pili, flagella ve lipopolisakkarit gibi ylzey
komponentleri ile konak hiicre yiizeyine yapisip ve konak bagisiklik tepkisine neden
olmaktadir. P.aeruginosa 'min hiicre dis1 viriilans faktorlerinin salinmasi, hiicre
yogunluguna bagli olan ve "asil homoserin lakton" sinyal molekullerini kullanan
"Quorum Sensing” (QS) adi verilen bir mekanizma tarafindan kontrol edilmektedir
(Sawa ve ark., 1998; Pearson ve ark., 2000). QS sisteminin birgcok mikroorganizmada
onemli bir viriilans faktorii olan biyofilm yapisindada etkili rolu bilinmektedir. QS
sisteminin biyofilm olusumu, olgunlasmasi ve dagilmasi asamalarmdaki rolii birgok
calisma ile belirtilmistir (Wang ve ark., 2007). Biyofilm yapis1 P.aeruginosa’nin
Ozellikle kronik akciger enfeksiyonlar1 basta olmak Uzere pek cok enfeksiyonun
gelisiminde rol sahipligi gostermektedir (Donlan, 2001).

Bircok QS genleri arasinda, 6zellikle lasl geninin, P.aeruginosa PAO-1'de olgun
biyofilm olusumu i¢in gerekli oldugu ispatlanmistir (Davies ve ark., 1998; Wagner ve
Iglewski, 2008). Las sistemi Lasl sentez proteini ve LasR transkripsiyonel duzenleyici
proteini icermektedir. Lasl sistemi AHL sinyal molekiillerinden “N-(3-oxododecanoyl)-
L-homoserine lactone” (3-O-C12-HSL)’un {iiretimi i¢in gereklidir. LasR'nin varliginin,
transkripsiyonel faktor aktivasyonunu baslatma komutu veren "3-OC12-HSL" igin
gerekli oldugu belirtilmistir. Son zamanlarda, LasR proteininin sadece multimer
formlarindan “3-O-C12-HSL”un varliginda 6zgiill DNA dizilerine baglanabildigi ve
hedef genlerin transkripsiyonunu arttirdigi gosterilmistir (Smith ve Iglewski, 2003;
Baysse ve ark., 2005).

P. aeruginosa 'nin neden oldugu enfeksiyonlarm ¢oklu direng mekanizmalari
nedeniyle tedavisi zor olmaktadir (Bassetti ve ark., 2018; Nguyen ve ark., 2018b). P.

aeruginosa 'nin diren¢ mekanizmalari1 arasinda dogustan gelen direng, kazanilmis direng



ve adaptif direng yer almaktadir (Shariati ve ark., 2018). Bu karmasik ve ¢esitli direng
mekanizmalari, P. aeruginosa 'nin neden oldugu enfeksiyonlar1 yasami tehdit edici hale
getirmektedir. Bu arada, P. aeruginosa 'nin bir¢ok antimikrobiyal ilaca kars1 direnci,
diinya capinda bir halk tehdidi olarak ortaya ¢ikmaktadir (Moradali ve ark., 2017).
Florokinolonlar (FQ'lar) énemli bir antimikrobiyal sinifidir. P. aeruginosa 'nin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan, aralarinda siprofloksasin (CIP) veya
levofloksasin (LEV) bulunan ilaglar sik kullanilmaktadir (Nouri ve ark., 2016; Nguyen
ve ark., 2018a). FO'lar, DNA replikasyonunu inhibe etmek icin hiicre ici hedefleri,
DNA gyrase ve topoisomerase V'l inhibe ederek etki etmektedir. DNA gyrase, gram-
negatif bakterilerde birincil hedef olma egilimindeyken, topoisomerase IV, gram-pozitif
bakterilerde tercihen FQ'lar tarafindan inhibe edilmektedir (Jedrey ve ark., 2018).
FQ'larm P. aeruginosa'ya karsi spesifik direng mekanizmalarinin incelenmesi,
uygun antibiyotiklerin se¢ilmesinde, direngli suslarin ortaya ¢ikmasmin onlenmesinde
ve yeni antimikrobiyal ilaglarin gelistirilmesinde yardimci olur. Birkag ¢alisma FQ 'ya
direncli P. aeruginosa'da gyrB mutasyonlar1 bildirmistir. Ayrica, gyrB mutasyonlar1 ve
ila¢ direnci arasindaki iliski mevcut literatiirlerde agik degildir. Bu, P. aeruginosa'nin
gyrB mutasyonlarinin FQ'lara direngte bir rol oynayip oynamadigi sorusunu giindeme
getirmektedir (Drlica ve ark., 2008). Bu ¢alismada, klinik P. aeruginosa izolatlarinin
antibiyotiklere kars1 direncinin, biyofilm tiretiminin, QS’in lasl, lasR virlilans genlerinin
varhiginin ve diren¢ geni gyrB’nin belirlenmesinin ve aralarindaki iligkilerinin

belirlenmesi amag¢lanmuistir.

2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bakterilerin Tarihcesi ve Siniflandirilmasi

1850°de Sédillot cerrahi salgilarda mavi-yesil akmntinin gelistigini ve bunun
enfeksiyon ile iliskili oldugunu sdylemistir. 1862°de Luke mavi-yesil irinde c¢omak
seklinde mikroskobik canlilarin oldugunu gozlemlemistir. 1882°de Gessard bakteriyi ilk
kez izole etmistir ve Bacillus pyocyaneus olarak adlandirmustir Daha sonra diger
mikrobiyologlar da ¢esitli enfeksiyon bolgelerinden mikroorganizmayi izole etmislerdir
(Lyczak ve ark., 2000; Moore ve Flaws, 2011). 1925°te Osler ilk kez P. aeruginosa’nin
primer enfeksiyonlardan ziyade sekonder ya da firsat¢1 enfeksiyonlara neden

oldugunu dile getirmistir (Lister ve ark., 2009).



Bu cinsin 25'ten fazla tiirii, ¢ogu firsat¢i olan insan enfeksiyonlarina neden olur
(Stover ve ark., 2000). Smiflandirmada kullanilan ilk yontem morfolojik ozelliklere
dayanarak yapilmustir. ikinci sistem, DNA ve RNA arasmdaki benzerliklere
dayanmaktadir (Al-Qasi, 2012). Bergey's Systematic Bacteriology'ye gore P.

aeruginosa'nin bilimsel siniflandirmasi su sekildedir (Brown, 1939).

Ust alem: Bacteria

Sube: Proteobacteria

Simif: Gamma Proteobacteria
Takim: Pseudomonadales
Familya: Pseudomonadaceae
Cins: Pseudomonas

Tur: Pseudomonas aeruginosa. (Nakano ve ark., 2015).

2.2. Pseudomonas aeruginosa’mm Ozellikleri

P. aeruginosa, Pseudomonadaceae familyasinin en onemli patojenik tiirtidiir.
Gram negatif, diiz veya hafif kavisli gubuk seklinde, 0,5-3 um ila 1,5-3 pm boyutlarinda
,mobilizasyon i¢in bir flagellum’a sahip ve aerobik bakterilerdir. P. aeruginosa suslari
temelde 2 ¢esit pigment liretirler: Piyosiyanin (mavi) ve piyoverdin (veya fluorescein-
sart-yesil). Bu pigment alkali pH’da mavi veya yesilimsi renk olusturdugu igin
“aeruginosa” ad1 verilmistir (SIRIKEN ve Veli, 2017). Ozellikle bagisiklig1 baskilanmis
hastalarda ¢ok ¢esitli yasami tehdit eden akut ve kronik enfeksiyonlara neden olabilen
firsat¢1 bir insan patojenidir (Bastiirk, 2005). Hastanelerde, P. aeruginosa enfeksiyonlari
oncelikle yogun bakim {initelerinde tedavi goren yanik ve kronik hastaligi olan hastalar1
etkilemektedir (Yetkin ve ark., 2006).

Kistik fibrozis (KF) hastalarinda morbidite ve mortalitenin ana nedeni olmasi1 ve
cok cesitli antibiyotiklere 6ziinde diren¢li olmakla birlikte hastanede yatan hastalar1
etkileyen 6nde gelen nozokomiyal patojenlerden biri olmasi nedeniyle ozellikle
onemlidir (Moradali ve ark., 2017). Cogu Gram-negatif bakteriden Pseudomonas
aeruginosa, oksidaz reaksiyonu igin pozitiftir. Ayrica, laktozu fermente edemez.
Pseudomonas cinsinin bakterileri dogada yaygindir ve firsatgr enfeksiyonlara neden
olmaktadir. P. aeruginosa birden fazla antibiyotige diren¢ gelistirerek tedavide sorunlara

neden olmaktadir. Bu nedenle, gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler tarafindan



uretilebilen ve klinik olarak énemli beta-laktamazlara kars1 olduk¢a direngli olan tigiincii
kusak bir sefalosporin antibiyotik olan seftazidim kullanilirken antibiyotiklere duyarliligin
izlenmesi gereklidir (Caldwell ve ark., 2009).

Firsatg1 bir patojen olan P. aeruginosa, konakgisini enfekte etmek icin zayiflamig
bir konakg1 hiicreye ihtiyag vardir (Diizgln, 2009). Bu durum, hastane sartlarinda tedavi
amagli bulunan hastalarda bu tip firsatg1 patojenlerinin ne denli olumsuz sonuclar
doguracaginin kanit1 olabilmektedir (Baron ve ark., 1996). P. aeruginosa 'nin enfeksiyon
sirasinda farkli seviyelerde etki gosteren ve hem konak¢i organizmada hem de ekolojik
ortamda hayatta kalmalarini saglayan viriilans faktorlerine baghdir. P. aeruginosa gicli
viriilans faktorleri hem hiicre iginde hem de hiicre disinda olabilimektedir (Lazdunski ve
ark., 2004).

2.3. Pseudomonas aeruginosa Genomu

P. aeruginosa suslari, genom boyutunda (~ 5-7 Mbp) diger bakterilerden farkhidur.
Metabolik kapasiteleri, ¢cok sayida ikincil metabolit ve polimer iiretme yetenekleri ve ayrica
cesitli karbon kaynaklarini ve elektron alicilarini kullanma yetenekleri ile genistir. Yuksek
oranda korunmus P. aeruginosa genlerinin, bilinen bakteri genomlarinda gozlemlenen
genlerin ve diizenleyici aglarin en yiiksek oran1 oldugu ve ¢esitli etkilesimlere yanit vermek
ve bunlara uyum saglamak {izere kodlandig: ileri siiriilmektedir (Stover ve ark., 2000;
Mathee ve ark., 2008; Frimmersdorf ve ark., 2010).Genom hem cevresel ve Kklinik
orneklerden hem de laboratuvar suslarinda izole edilmis kiiltiir suslarinda yiiksek oranda
korunmaktadir. Bu genomun 6nemi, bakterilere ¢ok ¢esitli metabolik yollar ve bakterilerin
bir¢ok farkli ortama uyum saglamasina izin veren fizyolojik tepkiler saglamasidir (Lee ve

ark., 2006). P. aeruginosa genomu Cizelge *de gosterilmektedir (Mathee ve ark., 2008).

Cizgele 2.1. P. aeruginosa genom boyutlari

Sus PA2192 C3719 PAO1 PA14 PACS2
Genom 6,905,121 6,222,097 6,264,404 6,537,648 6,492,423
Biiyiikliigii (bp)

ORFs 6,191 5,578 5,571 5,905 5,676

2.4. Epidemiyoloji

Basitlikleri ve biiyiime kolayliklar1 nedeniyle, her yerde bulunan P. aeruginosa

bakterisine maruz kalmaktan ka¢inmak neredeyse imkansizdir (Moore ve Flaws, 2011).



Hastanede hastalarin nemli viiciit bolgelerinde (aksilla, kulak, perine) kolonize olabilir
ve lavabolar, musluklar, tuvaletler ve duslar gibi nemli cansiz yiizeylerden de izole
edilebilir. Goz damlas1 ve merhemlerinde, bazi antiseptik soliisyonlarda ve kontakt lens
soliisyon ve preparatlarinda tiremesi gozlenmis, anestezi maskelerinde de varligi tespit
edilmistir (Zhapouni ve ark., 2009). P. aeruginosa, plastikler, implantlar metaller, ve tibbi
dokular dahil olmak Uzere farkli yuzeylere yerlesen ve yok edilmesi ¢ok zor olan karmagsik
bakteri topluluklariyla biyofilmler olusturma egilimindedir (An ve ark., 2003).

P. aeruginosa insan viicudunda serbest olarak yasayan bir bakteri tiirii degildir,
sindirim sistemi florasinda az miktarda bulunmaktadir (Moore ve Flaws, 2011). 45-
50°C sicakliga dayanikhidir ve distile suda bile gelisebilir. Ancak diisiik pH degerlerinde
(£4,5) yasayamaz (Pollack, 1990).

2.5. Patogenez ve Virulans Faktorler

P. aeruginosa, c¢oklu viriilans faktorleri igerdiginden ciddi bir patojendir.
Endokardit, dermatit, idrar yolu enfeksiyonlari, goz, kulak, kemik, eklem ve 6zellikle
solunum yolu enfeksiyonlar1 gibi farkli enfeksiyonlara sebep olmaktadir. P. aeruginosa
enfeksiyonlarina agir1 duyarli olan kistik fibrozlu hastalar kotii prognoz ve mortalite
gOsterir. P. aeruginosamin patogenezi, bu bakterilerin patogenezinde ve dokularin
invazyonunda 6nemli rol oynayan ¢ok sayida hiicresel ve hiicre iskeleti faktoriine bagh
bir takim virtilans faktorlerine sahiptir (Cizelge 2.2) (Domingo-Calap ve ark., 2016; Al-
Wrafy ve ark., 2017). Ayrica, artan antibakteriyel diren¢ oranlarina katkida bulunan

birkag¢ antibakteriyel diren¢ mekanizmasi sergilemektedir.

Cizelge 2.2. P. aeruginosa virllans faktorleri ve gorevleri

Virtlans Faktor Gorevi

Pilli Hiicre yiizeyine yapigma, segirme hareketliligi,
biyofilm olusumu ve konak¢1 bagisiklik sistemi ve
antibiyotiklerden kaginma saglar.

Flagellum Motilite, kemotaksi, baslangi¢ yiizey etkilesimlerine
aracilik

T2SS

Ekzotoksin A Okaryotik protein sentezini inhibe eder.

Tip IV Proteaz Stafilolizin, elastaz ve stafilolitik aktivite ile ¢inko

Alkaline Proteaz metaloproteaz.

Proteaz IV Elastaz, kolajen ve kolajen olmayan konakg1

Fosfolipaze H
LasA
LasB

proteinleri bozumu, fiziksel engelleri barindirma,
opsonize edici akciger yiizey aktif madde proteinleri A
ve D’yi bozma ve monosit kemotaksisini inhibe eder.
Immiinoglobulinleri, komplemani, A ve D yiizey aktif



T3SS
ExoY
ExoS
ExoT
ExoU

T5SS
Lectinler (LecA ve LecB)

Sideroforlar
Piyosiyanin

Quorum sensing (LasR-Lasl ve RhIR-RhII)

Lipopolisakkaritler
Lipid A

O-spesifik polisakkarit
Biofilm

Alginate

Psl

Pel

eDNA

proteinlerini, fibrinojen, plazminojen ve antibakteriyel
peptitleri bozar.

Kompleman aktivasyonunu, nétrofil fagositozunu ve
fibronektini inhibe eder.

Transferrin, elastin, laktoferrin, decorin ve kazeini
ayIrir.

Siirfaktan lipitlerini ve fosfolipidleri, hemolize
eritrositleri yok eder.

Apoptoz, nekroz, konakgi bagisiklik hiicrelerinin
6ldiiriilmesi, hiicre iskeletinin bozunmasi1 ve DNA
sentezinin inhibisyonuna yol agar.

Apoptoz, hiicre boliinmesinin durdurulmasi, aktin
hiicre iskeletini degistirir, fagositozu engeller, hiicre
gbciinii, yapismayi ve proliferasyonu engeller.
Nekroz ve fagositlerin yani sira epitel bariyerlerin
ortadan kaldirilmasini saglar.

Aktin hicre iskeletinin bozulmasi ve endotel
gecirgenliginin arttirilmasina yol acar.

Hedef okaryotik hiicreler, biyofilm olusumu, hiicresel
ve antibakteriyel fonksiyonlar1 etkileme

Konake1 hiicrelere yapisma, akciger hasar1 ve biyofilm
olusumu

Demir noksan ortamlardan demir alimi

Solunum sistemindeki siliyer disfonksiyon, konake1
hicrelere zarar veren pro-enflamatuar ve oksidatif
etkiler uygular.

Biyofilm olusumu, cesitli viriilans faktdrlerinin
regiilasyon ekspresyonu, degisen mikrobiyal
popiilasyon yogunluguna yanit

Endotoksik sok
Antikor iiretimini saglamaktan sorumlu

CF akcigerlerdeki ve bagisiklik savunmasindaki
ortamlardan koruyucu faktor, yapisal stabilite ile
biyofilmlerin korunmasi ve antibiyotik direnci.
Bagisiklik direnci, antibiyotik direnci, olgun
biyofilmlerde yapisal iskele ve bakterilere yapisal
destek vermek igin eDNA-Psl liflerinin olugumu.
Biyofilm olusumu, antibiyotik direnci ve adezinler
icin birincil yap1 iskelesi.

Antibiyotik direnci

P. aeruginosa'nin enfeksiyon sirasinda farkli seviyelerde etki gosteren ve hem

konake¢1 organizmada hem de ekolojik ortamda hayatta kalmalarini saglayan viriilans

faktorlerine baghdir. P. aeruginosa guclu virtilans faktorleri hem hicre icinde hem de

hiicre diginda olabilmektedir (Lazdunski ve ark., 2004). Kimyasal sinyalin, lokal

ekstraseliiler konsantrasyonunun belirli bir seviyeye ulagmasi, ¢evrede bulunan

bakteriler i¢in o bolgede belirli yogunlukta bir hiicresel kiimelenmenin bagladigi

anlamma gelmektedir. Kimyasal olarak popiilasyon yogunlugunun hissedilmesi

islemine “Quorum Sensing” (QS) adi verilir (March ve Bentley, 2004).



QS; bakteri hiicre yogunluguna bagli gen ekspresyonunu kontrol eden sistemdir
(De Kievit ve Iglewski, 2000). P.aeruginosa’da ve ¢ogu gram negatif bakteride QS
sinyal molekulleri agil homoserin laktondur (Smith ve Iglewski, 2003; Tacconelli ve
ark., 2018). QS; yiiksek hiicre yogunlugunda spesifik genleri aktive ederek kemoterapi
uyaranlarm serbest birakilmasini iceren bir mekanizmadir. Kendi kendini motive ederek
yayilabilir, baglanabilir. Hiicre miktar1 arttifinda otoindiikleyici (N-asetillenmis
homoserin lakton) konsantrasyonunu arttirir ve hedef hiicrelere baglanarak, (LasR-Lasl
ve RhIR-RhII gibi) otomatik uyarict protein kompleksi, QS'yi kontrol eden genleri
aktive etmekte biiyiik rol oynamaktadir (Schaber ve ark., 2004).

LasR, belirli viriilans faktorlerini kodlayan genlerde transkripsiyonu baslatmak
icin otomatik indiiklenebilir HSL ile birlesir. LasB tarafindan kodlanan Elastaz, lasA
tarafindan kodlanan proteazlar, TOXA tarafindan kodlanan eksotoksin A ve aprA geni
tarafindan kodlanan alkalin fosfataz iiretimi baslatilir ve bakterinin viriilans1 artar. QS,
P. aeruginosa biyofilmlerinin olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Lasl iiretemeyen
mutant P aeroginosamin saglam bir biyofilm olusturamadigi ve mikro-kolonyal
asamada biyofilm olusumunu durdurdugu gosterilmistir (Shrout ve ark., 2006).

P. aeruginosa'nm QS'sinin 6zellikleri:

a) Sistemin tasityic1 Ozelligi yoktur. Bu, iki sistem fiiriinii arasinda bir iligki
olmadig1 anlamina gelir.

b) Genlerin bazi kisimlar1 iki ¢ift gen tarafindan kontrol edilirken, digerleri tek
bir gen tarafindan kontrol edilir. Bu genler kendi kontrolleridir. Buna gore, LasR
proteini/C-HSL, las1 geni, kontrol 12'ye sahiptir. Rh1R geninin yayilmasini diizenlerler.
rhiR proteini/C-HSL ayrica rhl geni 4 transkripsiyonunu da diizenler.

¢) ATG baslangi¢ kodonunun 40 bp kontrolii altinda LAS-Box'a yukselen C-
terminal motifleri sarmal sarmal. Las-Box 20 baz ¢ifti bolgesinden olusur. C-
terminalindeki amino asitler polimerizasyona katilir.

d) Rhl sistem R proteini, C-HSL birimleri olsun ya da olmasin bir dimer
olugturur ve DNA 4'e bakar. Al ile birlestirilirse hedef genin korunmasi (Pesci ve ark.,
1999).

2.6. P. aeruginosa da Quorum Sensing Genleri ve Biyofilm olusumu arasindaki
iliskiler



P. aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezinde konakg¢i ve bakteriyel faktorler
rol oynamaktadir. Bakterilerin viriilans faktdrleri iki grup altinda toplanabilir; Hiicresel
ve hiicre dis1 faktorler.

Virulans faktorlerinin salinmasi, mikroorganizmanm biliyiimesinin logaritmik
fazinda karmasik bir sistem iginde gerceklesir (Woods, 2004). P. aeruginosa, hiicre
yiizeyi bilesenleri, hiicre dis1 enzimler ve toksinler dahil olmak {izere ¢esitli viriilans
faktorlerine sahiptir. Bir faktoriin viriilans faktorlerinin ¢ogu iki farkli diizenleyici
sistem tarafindan kontrol edilir. Bu sistemler; Iki bilesenli bir transkripsiyon diizenleyici
(bilesen) ve quorum sensing (QS) sistemidir. Bu iki mekanizma, mikroorganizmanin
konakgida hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi igin gereklidir (Ben Haj Khalifa ve ark., 2011)

Biyofilm; Mikroorganizmalarin birbirlerine, bulunduklar1 yiizeylere veya
bulunduklar1 yiizeylerden alt katmanlara yani arayiizeylere geri doniisiimsiiz olarak
tutunmalarini ve tutunmalarini saglayan (EPS) "hiicre dis1 polimerik madde" matriksine
verilen isimdir. biiylime hizina ve gen transkripsiyonuna bagl olarak farkli fenotipik
ozellikler kazanarak salgilamaktadirlar (Shunmugaperumal, 2010). Biyofilm olusurken
mikrogevredeki degisiklikler de gen ifadelerinde degisikliklere neden olur ve biyofilm
olusumunu hizlandirir. Biyofilm olusturan genetik materyal, plazmidler araciligiyla
kolayca aktarilir. Biyofilm olusumu bes asamada gergeklesir (Post ve ark., 2004). Bu
asamalar;

1) Yizeyin uygun duruma getirilmesi (Surface conditioning),
2) Geri doniisiimlii tutunma (reversible attachment),
3) Geri doniisiimsiiz tutunma (irreversible attachment)

4) Kolonizasyon

5) Kopma.
i patojen ]
slek yizey |

givda proses hatty dezenfehsiyon: s1d
) organik mohlu’.iltr%\ el syl \
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planktonik hiicreler ekzopolimerik matriks =
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Sekil 2.1. Biyoflm olusumu agsamalari
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Biyofilm sayesinde EPS igerisine gomiilii olarak yasamlarma devam eden
mikroorganizmalar bagisiklik sistemi elamanlarindan, antibiyotiklerden, patojenlerin
iretmis oldugu antimikrobiyal iriinlerden, kimyasal, fiziksel ve biyolojik streslerden
korunmaktadirlar (Nouraldin ve ark., 2016).

Son arastirmalarda biyofilmlerdeki bakterilerin antibiyotiklere kars1 1000 kat
daha direncli oldugu tesbit edilmistir. Dolayisiyla biyofilmdeki mikroorganizmalarin
planktonik formlarina gore yasadiklari ortamda hayatta biylime ve kalma sanslar1 daha
fazladir (Hassan ve ark., 2011).

Pseudomonadaceae familyasma ait Gram negatif bir bakteri olan P. aeruginosa,
biyofilm olusturma 6zelligi ve ¢ok hizli diren¢ kazanabilmesi nedeniyle son yillarda
goriilme siklig1 yiiksek bir mikroorganizma olarak ortaya ¢ikmistir (Rasamiravaka ve
ark., 2015). QS, yogun bakteri toplulugunu tanimada ¢ok Onemlidir. Bu tiir bir
diizenleme, topluluk diizeylerinde bakteri davranigini kontrol etmektedir (Davies, 2003).
Bu asamadaki yapisma, kimyasal bagdan ziyade elektrostatik etkilesimle oldugu i¢in
tersine cevrilebilmektedir. Bununla birlikte, bazi1 hiicreler yapilar1 daha siki baglar
olusturacak sekilde sekillendirerek biyofilmin ikinci asamasi olan geri doniisiimsiiz
baglanma icin bir avantaj saglar (Costerton ve ark., 2005). EPS dretimi icin bakteri
hiicrelerinin yiizeye geri donilislimsliz baglanmasi, bakteri hiicrelerinin zara bagh
eksitator proteinlerinin uyarilmasiyla sekillenir (Boyd ve Chakrabarty, 1995). Bu
uyarim, bakteri hiicreleri arasinda kopriilerin olusmasina ve ardindan yiizeyde bakteri
yigmlarmin olusmasma olanak saglar (Donlan, 2002; Hall-Stoodley ve ark., 2004).
Biyofilm bilesimindeki "iliskili Protein Yapisi" (Biyofilm ile iliskili protein-BAP)
sayesinde organizmalar ylizeyde kolonize olabilir ve orada kalic1 olarak kalabilir. Bu
nedenle BAP ¢ok énemlidir (Tormo ve ark., 2005). Ornegin, alginatin P. aeruginosa
ylizey yapismasinda ve biyofilm gelisiminde tamamlayict oldugu bilinmektedir (Hall-
Stoodley ve ark., 2004).

Tutunma siirecinden sonra biyofilm olusturmak icin farklilasma siirecinin
baslamasi, QS sisteminden gelen iletisim sistemindeki yanitlara baglidir. Bu sistem ile
bakteriler bulunduklar1 ortamdaki bakteri popiilasyon yogunlugunu belirlemektedir. Bir
yiizeye tutunmus her bakteri, cevreye mesaj gonderen bir molekiil salgilar. Ylzeye
tutunan bakterilerin sayisi arttik¢a, bu sinyalin lokal konsantrasyonlar1 fazlalagsmaktadir.
Bu sinyal molekilinin (otostimilatér-otoindiikleyici-Al) konsantrasyonundaki artisla
birlikte, biyofilm olusumu i¢in bir dizi islem baslatilir. Biyofilmdeki bakteriler, hiicreler

aras1 ve diisiik molekiiler agirlikli haberciler araciligiyla iletisim kurarlar (Sahin, 2007).
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Baz1 calismalarda tek hiicreli bakterilerin birbirleriyle iletisim kurabildigini ve degisen
bir ortama yanit verebildigini gostermistir. Boyle bir hiicreden hiicreye iletisim kaskad1
(multipleks algilama), bakteri topluluklarinda gen ekspresyonunun tutarliligt ve
fonksiyonel yonetiminde 6nemli roller oynadigi bilinmektedir.

Hiicre yogunluguna bagh olarak QS; Bakteriler gevreyi tarar ve kiguk sinyal
molekdillerinin birikmesine tepki vererek onlar1 serbest birakir. Bu tiir etkilesimlerin bir
sonucu olarak, bir grup hedef gen duzenlenir. Bu mekanizma, belirli bir sinyal
yogunluguna ulasildiginda belirli genlerin agilmasini saglar (Dong ve Zhang, 2005). QS
sistemindeki mekanizma, otomatik olarak sinyal tretebilen Al molekillerinden olusur.
Bunun nedeni ise iretildikleri hiicrenin metabolizmasmi diizenleyici etkiye sahip
olmalaridir (Novick ve Muir, 1999; Donabedian, 2003).

P. aeruginosa ve diger Gram-negatif bakteriler tarafindan iiretilen ve tiir iginde
kullanilan Als ana smifinin “N-Asil homoserin laktonlarin1 (AHL'ler-N-asillenmis
homoserin lakton)” olustururlar. AHL'ler 4 ila 18 Karbon (C), uzun asil zincirleri
tagtyan homoserin lakton halkalarindan olusur (Tacconelli ve ark., 2018). Bu yan
zincirlerde C3 pozisyonundaki modifikasyonlar veya doymamis ¢ift baglar nadiren
goralir (Ruby, 1996). P. aeruginosa'daki QS sistemi, hiyerarsik bir QS ddngusi
tarafindan kontrol edilir. P. aeruginosa'da ti¢ ana QS sistemi vardir. Bunlar;

1) RhlI-RhIR

2) Lasl-LasR

3- PQS

Bu sistemler virtilans faktori gen ekspresyonunu ve biyofilm olusumunu kontrol
etmektedir. P. aureginosa'nin QS sistemi genlerinin islevleri tek basina degil, birlikte
calisir. Diger bir deyisle, rhl genlerinin ekspresyonu, las genlerinin regiilasyonu altinda
gerceklesir (Girard ve Bloemberg, 2008). lasR-lasl, rhIR-rhll sistem genlerindeki
mutasyonlarin piyosiyanin {iretiminde azalmaya sebep oldugunu tesbit olmustur
(McKbnight ve ark., 2000; Cao ve ark., 2001; Gallagher ve ark., 2002). P. aeruginosa’da
las QS Sistemin bilesenleri; oto-uyaran sentaz geni olan lasl, sentaz geninin riint N-(3-
oksododekanoyl)-L-homoserin lakton (3-okso-C12-HSL) ve transkripsiyonel aktive
edici proteini kodlayan lasR genidir (Gambello ve ark., 1993). QS sistemi biraz daha
agiklanirsa; lasl ve rhll genlerine Als denir. Las geninin islevi ilk olarak LasB elastaz

enzim aktivitesinin kesfiyle ortaya ¢ikti. Bu nedenle P. aeruginosa, QS sisteminde las
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geni olarak adlandirilmistir (Van Delden ve Iglewski, 1998; Pesci ve ark., 1999). Bu
QS sinyali, P. aeruginosa hicrelerine diffuze edebilir.

Autoinducer Al’ler belli bir kritik alt smir konsantrasyonuna ulastigi zaman,
Al’ler LasR proteine baglanir ve daha sonra (LasR-Al) kompleks sekillenir. Bu
kompleks daha sonra birgok virtilans faktoruni kodlayan genlerle birlikte bir dizi hedef
geni tetikler. Ornegin; toxA , lasA, lasB, aprA ve xcpR ve xcpP gibi. Bu genlerin yani
sira LasR-Al kompleksleri, lasl genlerinin salinmasima neden olur. Ikinci gen olan Rhll;
N-butyryl homoserin lakton’u (Cs -HSL) kodlar. Rhll geni elastaz, ramnolipid,
piyosiyanin, siyanid gibi faktdrlerin tretimini kontrol eder. Bu molekdller, LasR ve
RhIR adi verilen transkripsiyonel diizenleyicileri aktive etmeye baglar (Smith ve
Iglewski, 2003). Boylece biyofilmdeki bakteriler, viriilans faktorlerinin salinimini

artirarak patogenezde rol oynamaktadir.

2.7. P. aeruginosa’min Antibiyotiklere Direnci

Pseudomonas cinsinin bakterileri dogada yaygindir ve firsat¢1 enfeksiyonlara
neden olmaktadir. P. aeruginosa birden fazla antibiyotige direng gelistirerek tedavide
sorunlara neden olmaktadir. Bu nedenle, gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler
tarafindan tiretilebilen ve klinik olarak dnemli beta-laktamazlara kars1 oldukca direngli
olan igilincii kusak bir sefalosporin antibiyotik olan seftazidim kullanilirken
antibiyotiklere duyarliigin izlenmesi gereklidir (Caldwell ve ark., 2009). P.
aeruginosa, Gram negatif enfeksiyonlarin taninmasinda bir belirteg gbrevi géren en
onemli ve yaygimn olarak kabul edilen patojenlerden biridir. Bu organizmanin dikkate
almmast Onemlidir, c¢lnkii oOzellikle bagisiklig1 baskilanmis konakgilarda ciddi
nozokomiyal enfeksiyonlara neden olur ve siklikla antibiyotik direnci, tedavi surecini
zorlagtirmasi ve yliksek mortalite ile iliskilidir (do Nascimento ve ark., 2022). P.
aeruginosa gevresine kolayca uyum saglar ve ayrica ciddi bir enfeksiyona neden olmak
i¢in bir insan konakgiya ihtiyag duyar ve onu istila edebilir (Kalurazi ve ark., 2021).

Buyik genomlarmda (>6 Mb) kodlanan ¢ok sayida (>%8) duzenleyici genin
sagladig1 ¢cok yonliilik ve uyarlanabilirlik, olaganiistii viriilans belirtegleri iceriginden
kaginma konusundaki olagantistli kapasitesi ve antimikrobiyal tedavilerin etkinligi, P.
aeruginosa’yr korkulan bakteriyel patojenlerden biri yapmaktadir. Ozellikle kronik
enfeksiyonlarda yaygin olan mutasyon varyantlarinin ortaya ¢ikmasi, P. aeruginosa'da

adaptasyon kabiliyetini ve antimikrobiyal direng gelisimini daha da artwrmistir (Cabot
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ve ark., 2016). P. aeruginosa genetik olarak olaganiistii antibiyotik direng
mekanizmalarina sahiptir (Cabot ve ark., 2016) . P. aeruginosa induklenebilir bir AmpC
sefalosporinaz tasir ve {iretimi yalnizca diisikk bir bazal seviyededir. Bu onlari
antiapoptotik penisiline duyarli hale getirir. Bununla birlikte, tretimi 6nemli 6lgtide
arttiginda, P. aeruginosa tim pB-laktamlara kars1 direng gelistirir, yani P. aeruginosa
indiiklenebilir bir AmpC B-laktamaz icerir ve bu enzimi indikleyen ve hidrolize eden -
laktamlara dogal olarak direnglidir (Livermore, 2002; Mouly, 2018). Ayrica, P.
aeruginosa ¢ok sayida biiylik dis zar gézeneklerinin varligi nedeniyle olusan bir porin
(OprF) iirettiginden, cogu antibiyotik psddomonal hiicrelerden ekstrakte edilir ve bu
cogunlukla hiicrenin gegirgenligine atfedilir (Benz ve Hancock, 1981; Mouly, 2018).
Ancak, bu gecirimsizlik aracili diren¢ aslinda B laktamlari, florokinolonlar,
kloramfenikol, novobiocin, makrolidler, siilfonamidler, tetrasiklin ve trimetoprimin yani
sira farkli boyalar1 ve deterjanlar1 gideren bir pompa sistemi olan MexA B-OprM
tarafindan yiriitiilmektedir (Poole, 2001).

2.8. P. aeruginosa 'da Kromozomal DNA'nin mutasyonu ve gyrB geni

Kromozomal DNA'nin mutasyonu ile ilaglarin hedef bolgesinin modifikasyonu,
P. aeruginosa tarafindan direng kazanmanin bagska bir yoludur. Kinolon hedef enzimleri
DNA giraz ve topoizomeraz V' kodlayan genlerdeki QRDR modifikasyonlari, kinolon
antibiyotiklere diren¢ kazandirrr (JALAL ve WRETLIND, 1998; Mouly, 2018). P.
aeruginosa direncinden OprD kaybi, tip II topoizomerazlardaki degisiklikler, AmpC
asir1 Uretimi, akis pompalari, kromozomal DNA'daki mutasyonlar ve ¢oklu edinilmis
genler sorumludur. Bununla birlikte, DNA giraz (gyrA) ve topoizomeraz IV'i (parC)
kodlayan hedef genlerdeki mutasyonlar, florokinolon direnci kazanmanin ana
mekanizmalaridir (FIROUZI ve ark., 2016). FO'lar, DNA replikasyonunu inhibe etmek
i¢in hiicre i¢i hedefleri, DNA giraz1 ve topoizomeraz IV'U inhibe ederek etki eder. DNA
giraz, gram negatif bakterilerde birincil hedef olma egilimindeyken, topoizomeraz IV,
gram-pozitif bakterilerde tercihen FQ'lar tarafindan inhibe edilir (Jedrey ve ark., 2018).
FQ'larn P. aeruginosa'ya karst molekiiler direng mekanizmalar1 esas olarak gyrA ve
gyrB'deki mutasyonlar yer almaktadir. Ayrica bazi c¢alismalara gore gyrB geni

mutasyonu ilag direncinde daha 6nemli bir rol oynamustir (Gorgani ve ark., 2009).
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2.9. Yapilan Diger Arastirmalar

Kingsley ve Verghese (2013) c¢aligmalarinda, Pseudomonas aeruginosa'nin
klinik izolat1 tarafindan {iretilen, OXA-4 adi verilen genisletilmis bir B-laktamaz
spektrumu tanimladilar. ESBL tiretimini belirlemek i¢in ¢ift disk sinerji testi kullanildi.
P. aeruginosa izolat1 SVA ve hipertansiyon tanisi alan 84 yasindaki erkek hastadan elde
edildi. PCR ve GSBL iireten OXA bolgesi laktamazlari, OXA-4 bolgesini kodlayan
genlerin bolgelerine 6zgu primerler ile tespit edildi. Dizileme yardimiyla, OXA4 pS-
laktamazin OXA-4 geni oldugunu belirlediler (Kingsley ve Verghese, 2013).

Sana'a (2013), yara ve yanik Orneklerinden elde edilen Pseudomonas
aeruginosa'nin molekiiler tespiti i¢in iki ayr1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizi
gergeklestirmistir. Iki gen, yani ekzotoksin A geni ve dis zar lipoprotein (oprl) geni, P.
aeruginosa icin spesifik belirtegler olarak hedeflendi. Bu ¢alismada her P. aeruginosa
ve diger Pseudomonas tiirleri i¢in yediser izolat kullanildi ve bakteri siispansiyonu DNA
sablonu olarak kullanildi. Sonuglar, tiim P. aeruginosa izolatlarmin genisletilmis
boyutta (196 bp) oprl geni i¢in pozitif PCR iiriinii verdigini, buna karsin yalnizca 4
izolatin genigletilmis boyutta (396 bp) EXOA genini barindirdigini gosterdi.
Pseudomonas spp. PCR iiriin sonuglari; yedi izolattan higbirinin EXOA geni i¢in pozitif
olmadigini ve sadece 4'Unun oprl geni i¢in pozitif oldugunu bildirdi. Bu arastirma ile P.
aeruginosa'min ExoA ve oprl genleri kullanilarak PCR analizi ile yara ve yanik
orneklerinden molekiiler tespitin hizli bir sekilde yapilabilecegini 6ne slirmiislerdir
(Sana‘a, 2013).

Davies ve arkadaslarinin daha 6nce yapmis olduklar1 bir ¢alismada, lasl mutanti
P. aeruginosa’nin olusturdugu biyofilmin P. aeruginosa’nin mutant olmayan tipinin
olusturdugu biyofilme gore oldukca zayif yapida oldugunu, c¢ok diisik 52
konsantrasyonlarda SDS’nin deterjan etkisine dayanamadigmi ve ortama HSL
eklenmesi ile biyofilmin dayanikliliginin arttigini géstermislerdir. Bunun sonucunda las
QS sisteminin olgun biyofilm olusumu ve biyofilm farklilagsmasinda temel system
oldugunu rapor etmislerdir (Davies ve ark., 1998).

Isvigrede yapilan bir ¢alisma sonucune gore, lasR mutant1 olan 2 P. aeruginosa
kdkeninin sinyal molekdli Gretimlerini, elastaz aktivitelerini, piyosiyanin, ramnolipid
ve hidrojen siyanid gibi Gretimlerinin QS sistemi kontroliinde oldugu virulans faktor
uretimlerini P. aeruginosa’nin mutant olmayan tipi ile karsilagtirmiglardir. Sonugta lasR

mutant1 olan kdkenlerin sinyal molekiilii tiretiminde bozukluk oldugunu ve virulans
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faktor dretimlerinin PAO-1 kokenine gore ¢ok diisiik diizeyde oldugunu gostermislerdir
(Heurlier ve ark., 2005).

Anuj ve arkadaglarinin yaptiklar1 calismada da, duplex PCR kullanarak ectX ve
gyrB genlerini ¢ogaltmislardir. Capraz reaktivite sorunlar1 da dahil olmak iizere, tek gen
hedeflerini kullanan molekiiler tanimlama teknikleri hataya agik oldugu gostermistir.
Hem ecfX hem de gyrB i¢in pozitif PCR reaksiyonlari, P. aeruginosa 'nin
saptanmasinda primer veya prob hedeflerindeki dizi farkliligindan kaynaklanan yanlis
negatif olasiligini da azaltabilir diye tespit etmislerdir (Anuj ve ark., 2009).

Daha 6nce yapilan bir baska ¢calismada ise 58 Kistik Fibrozis hastasindan alinan
166 P. aeruginosa izolatinin LasR inaktivasyonu ve mukoid ag¢isindan taranmasi ve
karsilagtirilmast yapilmistir. Sonug olarak, yalnizca ortalama olarak yaklasik 2 yas daha
geng hastalarda etki gosteren CF'ye uyarlanmis fenotip olmustur. Regresyon analizinde
mukoidinin etkisi benzerlik gosterdi, akciger fonksiyonunda yasla birlikte azalma ve
lasR mutant enfeksiyonu olan hastalarda olmayanlara goére daha kotii oldugu
gostermistir. lasR mutant1 P. aeruginosa'‘daki kiiltiir pozitifligi, prognostik 6neme sahip
erken KF adaptif degisikliginin bir belirteci olarak kabulenmistir. Ayrica, LasR
inhibisyonu antibiyotiklere duyarliligi degisiklik gosterdigi zaman, lasR'de aeruginosa
mutant1 ile enfeksiyon tedaviye yaniti etkileyebilecegini oldugu tespit edilmistir
(Hoffman ve ark., 2009).

Senturk ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada, hastanede yatan hastalarin idrar
orneklerinden izole edilen 82 P. aeruginosa susunun iiretimini, AHL yapisinda elastaz,
biyofilm, rhamnolipid ve sinyal molekillerinin Uretimini ve QS sistem genlerinin (lasl,
lasR) varligimi arastirmiglardir. Ayrica P. aeruginosa suslarinda, QS sistemi ve Uriner
sistemin kontrolii altindaki viriilens faktorleri ile QS sistemi arasindaki iliskiyi ortaya
koymaya c¢aligmiglardir. Sonug olarak, P. aeruginosa'nin neden oldugu idrar yolu
enfeksiyonlarinda ekspresyonu QS sistemi tarafindan diizenlenen viriilans faktorlerinin
roliinii ortaya koyulmus ve QS sisteminden yoksun izolatlarm da etken madde
olabilecegini diisiindiirmistiir (Senturk ve ark., 2012).

Tiirkiye’de yapilan c¢aligmada, Genellikle hastane infeksiyonu etkeni olarak
degerlendirilen P. aeruginosa son ddnemlerde toplumdan elde edilen 6rneklerde de
tretilmeye baglanmig olup azimsanmayacak diizeye ulasmustir. Antibiyotiklere en
yiiksek direng orani siprofloksasin ve gentamisine karsi saptanirken, imipenem ve
meropeneme direng tespit etmistir. Antibiyotiklere direng oranlarinin artmasi tedavi

sorunlarma ve maliyet yilikselmesine neden olmaktadir. Direng 06zelliklerinin



16

belirlenmesine yonelik epidemiyolojik g¢aligmalar ampirik tedavide klinisyene yol
gostermesi agisindan yararlidir. Dolayisiyla hizmet hastanelerinde de bu tip ¢alismalarin
yapilmasi, her hastanenin o bolgedeki antibiyotik duyarliliklarini belirlemesi gerek
oldugunu 6nermislerdir (Coskun ve Coskun, 2013).

Tiirkiye’de yapilan baska bir calismada, P. aeruginosa klinik izolatlarmin
antibiyotik duyarlilik profillerini belirlemek amaciyla kullanilan 13 antibiyotik arasinda
en etkili antibiyotik gurubunun kolistin oldugu ve 3 6rnegin bu grup antibiyotiklere
kars1 direncli oldugu gorilmiistiir. Ayrica izolatlarm %70’inin antibiyotiklere ¢oklu
direng gosterdigi tespit edilmistir. Qurum sensing sistem genlerinin (lasl, lasR, rhll,
rhiR) tespitinde multipleks PCR yontemi kullanilmis, 6rneklerin dogrulanmasinda
ayrica P. aeruginosa 6zgii gen kullanilarak genotipik olarak P. aeruginosa olduklari
dogrulanmustir. Sonugta 50 klinik izolatin 4 tanesinde lasR geni hari¢ diger 4 genin
tamaminim varhigi tespit edilmislerdir (Onem ve Ulusoy, 2018).

Bagka bir ¢alismada ise, Kristal viyole yontemine goére belirlenen biyofilm
iretme kapasitesi sonuglarina gore dokuz izolatin giiclii biyofilm iiretmesi tespit
edilmislerdir. Antibiyotik duyarhlik testi sonuglarma gore en yiiksek direng imipeneme
kars1 (%43,4), en diisiik direng ise amikasine kars1 (%14,5) gozlenmistir (Uzunbayir-
Akel ve ark., 2019).

Diger bir ¢alisma sonucunda; dikkat cekici bulgu ise orta kuvvetli ve kuvvetli
biyofilm olusturan izolatlarin tamaminda (n= 19) lasl/lasR genlerinin kesfedilmesidir.
Bu sonug, olgun bir biyofilm yapisinin olusumunda Las sisteminin gerekliligini
desteklemektedir (Erdal ve ark., 2021).

Cinde 2019 da yapilan bir ¢alismada, CIP'nin suslar1 in vitro se¢ime direngli hale
getirme konusunda LEV'den daha gii¢lii oldugu goriilmiistiir. FQ'larin P. aeruginosa'ya
kars1 molekiiler diren¢ mekanizmalari temel olarak gyrA ve gyrB'deki mutasyonlardir ve
gyrB'deki mutasyonlar ila¢ direncinde daha 6nemli bir rol oynamustir buda bizim

¢alismamizin sonuglarma uyumlu degildir (Feng ve ark., 2019).

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri izolatlarinin toplanmasi ve muhafazasi
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Calisma materyelini, Kerkik Hastanelerinde 7-70 yas arasi hastalardan izole
edilen ve atik haldeki 125 klinik Pseudomonas spp izolatlar1 olusturmustur. Bu
orneklerin 47’ sini idrar, 28’ ini kan, 4’ inii balgam, 2’ sini yanik, 1’ ini Bronsiyal ve
43’ G¢lnl yara enfeksiyonu tasiyan hastalardan toplam 125 Orenke alinmis ve
Pseudomonas spp izole edilmistir. Bu 125 Pseudomonas spp izolatin segici besiyeri
ve vitek ile 50 si P. aeruginosa olarak teshisi edilmistir. Izolasyonu ve dogrulanmasi
yapilan 50 P. aeruginosa susu calisma yapilana kadar asagida belirtilen sekilde

muhafaza edilmistir.

. Kisa siireli koruma: P. aeruginosa izolatlar1 tiipte yatik vaziyette olan nutrient
agarli besiyerine ekilerek 12 °C 87 saat bekletilmistir. Ardindan 6rnekler 4 °C muhafaza
edilmistir (Harly ve Prescott, 2002).

. Uzun sdreli koruma: % 15 gliserol iceren brain heart inflizyon besiyerine

alinan suglar -20 °C’de saklanmistir (Vandepitte ve ark., 2003).

3.1.2 Malzemeler ve Kullanilan Besiyelesi

Nutrient Broth

Sirket tarafindan belirtilen talimatlara (Oxoid) gére hazirlandi. Otoklavda 121
°C’de 15 dk steril edildi ve 45-50 °C’ye sogutulduktan sonra plaklara dokiildii. Vitek 2
sisiteminde bakterilerin antibiyotiklere duyarliligmin arastirilmasinda kullanildi,

Izolatlarm gelistirilmesi ve korunmas1 amaciyla kullanilmistir.

Setrimid agar

46.7 g Setrimid agar tozu tartildi ve 990 ml distile suda eritildi. 10 ml gliserol
ilave edildi, Su banyosunda 100 °C’de miks yapildi, Daha sonra otoklavda 121 °C’de
15 dk steril edildi ve 45-50 °C’ye sogutulduktan sonra 15 mg sonar ek madde olarak
(Nalidiksik asit) iyice karistirildi ve sonra steril kaplara dokiildii ve sogutmaya birakildi.

Pseudomonas aeruginosa’nin izolasyonu ve tashisi i¢in kullanildi.

Brain Heart inflizyon broth
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Uretici firmanmn talimatlarma gére hazirland1 ve otoklavda 121 °C’de 15 dk
steril edildi. Pseudomonas aeruginosa izolatlarini aktive etmek ve bakterileri birkag

hafta boyunca korumak i¢in kullanild.

3.1.3. Kullanmilan Kimyasalar

Cizelge 3.1. Kullanilan Malzemeler ve kimyasalar

Kitler Sirket/ Menseyi

Mutlak etanol ROMIL saf kimya, Birlesik Krallik
Kristal mor boya SYRBIO, Isvicre

%1 glikozlu Mueller-Hinton Broth Mast Group Ltd., Birlesik Krallik
Fosfat tamponlu salin (PBS) (pH 7.2) HiMedia, Hindistan

ABIOpure™ Total DNA ABIOpure, ABD

Agaroz, Ethidium Bromide Solution Promega, ABD

(10mg/ml), GoTag Green Master Mix,
Niikleazsiz Su, TAE 40X, Quantifluor dsDNA

Sistemi.

Mutlak etanol ROMIL pure chemistry, Birslesik Krallik
Primerler Macrogen, Kore

Cetrmide agar Himedia, Hindistan

Brain-Heart infusion broth Himedia, Hindistan

MacConkey agar Himedia, Hindistan

Nutrient agar Himedia, Hindistan

Muller-Hinton agar Himedia, Hindistan

Tek kullanimlik Petri kaplari Himedia, Hindistan

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

VITEK 2
Bu cihaz, P. aeruginosa izolatlarin1 teshis etmek ve bakterinin antibiyotiklere

kars1 direnc ve duyarliligi i¢in kullanildi.

GloMax® Discover Mikroplaka Okuyucuyu (Promega, ABD)

izole edilen P. aeruginosa 6rnekleri tizerinde biyofilm analizi tesbit edecek bir

cihazdir.



Sekil 3.1. GloMax® Discover Mikroplaka Okuyucuyu (Promega, ABD)

Cizelge 3.2. Kullanilan Cihazlar
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Cihaz Sirket/ Menseyi
1.5ml, 0.5ml ve 0.2ml Tip JET BIOFIL, Singapur
Santrif(j Fisher Scientific, ABD

Jel Goriintlileme Sistemi

Major Science, Tayvan

Mikro Dondirmeli Santrifij

My Fugene, Cin

Mikropipet Human, Almanya
Mikrodalga firin GOSONIC, Cin
OWL Elektroforez Sistemi Thermo, ABD

Quantus florometre

Promega, ABD

Buzdolab1 TEKA, Ispanya

Termal 1s11 dongiileyici Thermo Fisher Scientific, ABD
Vortex Kalite Laboratuvar Sistemi, Ingiltere
Su banyosu Cin

DensiCHEK Plus Biomerieux, Fransa
Mikropipet Human, Almanya

GloMax® Discover Mikroplaka Okuyucuyu Promega, ABD

Kulugka makinesi/Inkiibatér Cin

Vitek -2 compact sistem BIOMERIUX, ABD

Uniplex PCR Bio-Rad, ABD

Incubator Memmert, Almanya

Hassas Mizan Sartorius, Almanya

Otoklav Sakura, Japonya

Iphone 14 Promax camera

ABD

3.2. Metot

3.2.1. Bakterilerin izolasyonu

3.2.1.1. Setrimid agar
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Toplanan atik durumundaki tiim bakteri 6rneklerinin, P. aeruginosa 'ya segici
kiiltiir ortam1 olan Setrmide agara ekildi ve biyuyen bakteriler agar tzerinden izole

edildi. Brain Heart inflizyon broth ortaminda bakteriler stoklar1 yapildu.

3.2.1.2. VITEK-2 identifikasyon sistemi

Geleneksel yontemlerle P. aeruginosa olarak tanimlanan izolatlarm,
teshislerinin dogrulanmasi1 VITEK-2 sistemi ile yapildi (Nakasone ve ark., 2007).
VITEK 2, bakteri tanimlamasi yapan tam otomatik bir sistemdir (Joyanes ve ark.,
2001).

1- 5-10 koloni test organizmasi, 0.50-0.62 McFarland asilama yogunlugu verecek
sekilde bir pamuklu ¢cubuk kullanilarak 3 ml serum fizyolojik icerisinde slispanse edildi.
2- Test organizmasinin siispansiyonu VITEK-2 sistemine yiiklendi ve her test karti
otomatik olarak bir bakteri stispansiyonu ile dolduruldu ve 6 saat siireyle inkiibe edildi.

Bu siire zarfinda, biiytimenin kontrolii igin kinetik floresan 6lgimii ile her kuyucuk 15
dakikada bir okundu.

3.2.2. Kantitatif Biyofilm Olusumu Analiz

QS sistemi biyofilm formasyonunu control eder. Ayrica las genlerinin
regulasyonu altinda ve rhl genlerinin ekspresyonu gerceklesmektedir (Girard ve
Bloemberg, 2008). Dolasiyla izole edilen 47 P. aeruginosa ornekleri (zerinde

biyofilm analizi yapilmstir.

3.2.2.1. As1 hazarlanmasi

* 1 mL steril salin, seffaf bir polistiren 12x75 mm test tiipii i¢ine aktarildi.

 Plakalardan birkag izole koloni steril pamuklu g¢ubuklar kullanilarak salin tiipiine

aktarilarak homojen bir organizma siispansiyonu hazirlandi.
» Siispansiyon, DensiCHEK Plus Metre kullanilarak testin gerektirdigi McFarland

standardina ayarlandi.

3.2.2.2. DensiCHEK Plus Metre
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Ornekleri okumak tizere DensiCHEK Plus Metreyi kullanmak igin:
« Aletin ACIK oldugundan ve PLASTIK tiip ayarma ayarlandigmdan emin olundu.

* Bir test tiiptinii steril salinle doldurup tiipii alete yerlestirerek DensiCHEK Plus
bosaltildi. “0” tusuna basarak test tiipii yavas¢a dondiiriildii. Okuma gdérintilenmeden
once bir tam doniisiin tamamlandigindan emin olundu. Cihaz, ardindan 0.00 olan bir
dizi kisa ¢izgi gosterecektir.

* Okuma tamamlandiktan sonra test tiipiin ¢ikarildi. Test tlpleri bir dakika sonra

yerlestirilmediginde cihaz otomatik olarak kapanacaktir.

3.2.2.3. Kantitatif Biyofilm Olusum Testi

[zolatlarmin biyofilm olusturma yetenegi, kristal viyole boyama yontemine
dayanan 96 oyuklu mikrotiter plaka deneyi ile belirlendi. Kisaca, %1 glikoz ile
desteklenmis 199 uL Mueller-Hinton suyu i¢eren her 96 oyuklu diiz tabanli steril
polistiren mikroplaka olugu, 0.5-0.7 McFarland (1.108 cfu/ml) stispansiyon halindeki
bakteriden 1 uL ile asiland1i. Mikroplakalar 24 saat 37°C'de inkube edilir. Sivi ortam
atild1 ve yapisik hiicreler iki kez fosfat tamponlu salinle (PBS) yikandi ve oyuklar

60°C'de 1 saat veya 1 saatten daha az kurutuldu.

Bundan sonra 15 dakika boyunca 150 uL %2 kristal viyole ile boyandi. Daha
sonra mikroplakalarin kristal viyole lekeli oyuklari, kristal viyole lekesini bosaltmak
icin iki kez PBS ile yikandi. Mikroplaka oluklarinin hava ile kurutma isleminden sonra,
mikroplaka duvarlarini kaplayan biyofilmlerin boyasi 150uL %95 etanol ile yeniden
¢cozinduruldr. 5-10 dakika sonra mikroplaka, bir mikroplaka okuyucu tarafindan 570
nm'de spektrofotometrik olarak dlgiiliir. Analiz, her seferinde taze drnekler kullanilarak
en az li¢ kez yapildi1 (Kerkeni ve ark., 2016) .

Optik yogunluk esik degeri (ODc), asagidaki formiilde gosterildigi gibi, negatif
kontroliin optik yogunlugunun (OD) ortalamasmin iizerinde ii¢ standart sapma olarak
belirlendi:

ODc = negatif kontroliin ortalama OD'si + (negatif kontroliin SD'six3).
Sonuglar, optik yogunluklarmna gore dort kategoriye ayrildi:
(Boyd ve Chakrabarty) .
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(Boyd ve Chakrabarty) guclu biyofilm Greticisi (4 x ODc< OD)
(2) orta biyofilm iireticisi (2 X ODc< OD <4 x ODc)

(3) zayif biyofilm tireticisi (ODc< OD < 2 x ODc)

(4) biyofilm olmayan iiretici (OD < ODc).

Sekil 3.2. Kantitatif Biyofilm Olusum mikrotiter plaka ELISA Testi

3.2.3. VITEK-2 kompakt Antibiyotik Duyarhlik Testi (AST)

VITEK-2 kompakt sisteminde, P. aeruginosa izolatlar1 duyarliligini belirlemek
icin Antibiyotik Duyarlilik Test Kart1 (AST C) kullanildi. Antibiyotik Test Kartinda 64
delige dagilmis ¢ok sayida antibiyotik vardir. Cihaz, bakterilerin biiyiimesini takiben
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bulaniklik degisikliklerini kaydeder. Biitliin iglemler {iiretici firmanin (BioMerieux)

talimatlaria gore yapildi (Pincus, 2006).

Sekil 3.3 VITEK-2 kompakt sistem

Caliyma yontemi:

1- Tim bakteri izolatlar1t MacConkey agar iizerine yayild1 ve 24 saat ve 37 °C’de inkiibe
edildi.

2- Duyarlilig1 incelemek i¢in Khan Tiipili alinmis ve 3 ml normal tuz ¢ozeltisi eklenmis
ve daha sonra tek bir koloniden alinarak Khan Tiipiine konuldu. VITEK Densichek
cihazi ve siispansiyon bulanikligi 0.63-0.50 ayarlanda.

3- AST kart1 Khan Tiipiine yerlestirildi ve cihaza yerlestirilmek iizere 6zel bir tutucuya
sabitlendi.

4- Numuneyi Khan tiiptinden AST Karta aktarmak i¢in doldurma kapagia yerlestirildi.
Numuneler daha sonra 37 °C’de inkiibe edilecek yiikleme kapagina manuel olarak
aktarildi. Antibiyotik duyarlilik testi sonuglar1 12-16 saat arasinda verilir. Daha sonra,
inkiibatorde bulunan her bir AST kart1 i¢in BioMerieux talimatlarina gore antibiyotik

duyarlilik testi raporu yazdirildi

3.2.4. Bakterilerin genetik calismalari

3.2.4.1. DNA Ekstraksiyonu

Genomik DNA, asagidaki adimlarda oldugu gibi ABIOpure Ekstraksiyon

protokoliine gore izole edildi:
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* 13000 rpm’de 2 dakika boyunca 1 mL gece kiiltiirii. Stipernatant daha sonra atild.

* Hiicre Paleti 200ul Tampon CL i¢inde tamamen yeniden siispanse edildi.

Proteinase K soliisyonu (20 mg/ml) ilave edildi, ardindan tiip vorteksle kuvvetlice
karigtirildi ve 56°C'de 30 dakika inkiibe edildi, daha fazla lizis i¢in 30 dakika 70°C'de
inkbe edildi.

* Numuneyi, puls-vorteksi iyice karistirmak i¢in numuneye absolii etanolden 200ul
eklendi.

* Tiim karigimlar dikkatli bir sekilde mini kolona aktarildiktan sonra 6.000 x g'nin
Uzerinde (>8.000 rpm) 1 dakika santrifiij edildi ve toplama tlipu yenisi ile degistirildi.

* Tampondan BW 600pl mini kolona eklendi, daha sonra 6.000 x g'nin iizerinde (>8.000
rpm) 1 dakika santrifiijlendi ve toplama tiipii yenisiyle degistirildi.

* Tampondan TW 700ul uygulandi. 6.000 x g'in iizerinde (>8.000 rpm) 1 dakika
santrifljlendi. Gegis atildi ve mini kolon tekrar toplama tiipiine yeniden yerlestirildi.

* Mini kolon, kalan yikama tamponunu ¢ikarmak i¢cin 1 dakika boyunca tam hizda

(>13.000 x g) Santrifiijlendi, ardindan mini kolon yeni bir 1.5 ml'lik tiipe yerlestirildi.

* Tampondan AE 100ul ilave edildi ve 1 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi,
ardindan 5.000 rpm'de 5 dakika santrifujlendi.

3.2.4.2. DNA Kantitasyonu/Miktar tayini

Izole edilen DNA konsantrasyonunu tespit etmek icin Quantus Fluorometer
kullanildi. 1 pul DNA i¢in 200 pl seyreltilmis Quantifluor Dye karistirildi. Oda

sicakliginda 5 dakikalik inkiibasyonun ardindan DNA konsantrasyon degerleri tespit
edildi.

3.2.4.3 Primer hazirlama

Bu ¢alismada, kullanilacak lasl, lasR ve gyrB genlere ait olan primerler tablo 2
verilmistir (Qin ve ark., 2003)



Cizelge 3.3. QS, gyrB genlerini belirlemek i¢in Kullanilan primirler

PrimerAdi Dizi 5°-3’ Tavlama Urdin Boyutu

Sicakhg C) (bp)

lasl-F ATGATCGTACAAATTGGTCGG 57 605
lasl-R GTCATGAAACCGCCAGTC 57

lasR-F ATGGCCTTGGTTGACGGT 57 725
lasR-R GCAAGATCAGAGAGTAATAAGACCC 57

gyrB-F CCTGACCATCCGTCGCCACAA 57 222
gyrB-R CGCAGCAGGATGCCGACGCC 57

Cizelge 3.4. Primer hazirlama

Primer Ad1 Nikleaz icermeyen su hacmi (ul) Konsantrasyon (pmol/ul)
lasl-F 300 100
lasl-R 300 100
lasR-F 300 100
lasR-R 300 100
gyrB-F 300 100
gyrB-R 300 100

Bu primerler, Macrogen Company tarafindan liyofilize formda saglandi.
Liyofilize primerler, bir stok ¢ozelti olarak 100 pmol/ul'lik bir nihai konsantrasyon
verecek sekilde nikleaz icermeyen bir suda ¢6zdiiriildii. Bu primerlerin bir ¢alisma
soliisyonu, 10pmol/ul'lik bir ¢aligma primer soliisyonu elde etmek i¢cin 90ul niikleaz
icermeyen suya 10ul primer stok solisyonu (-20°C'de saklanan) eklenerek
hazirland.

3.2.4.4 Reaksiyon Kurulumu ve Termal Déngi Protokoll
Cizelge 3.5. Bilesen Hesaplamast

Reaksiyon Sayisi 30 Rxn Primerlerin Baglanma Sicaklig: 57°C
Reaksiyon Hacmi /galisma 20 pl PCR Déngii Sayisi 30°C

Cizelge 3.6. PCR reaksiyon igerigi

5 Ana karisim bilesenleri [Stok | Birim | Nihai | Birim Hacim
1INumune
Ana karisim (Master mix) 2 X 1 X 10
Tleri Primer (Forward primer) | 10 Y 0.5 Y 1
Ters Primer (Reverse primer) | 10 um 0.5 UM 1
Niikleazsiz Su 6
DNA ng/ul ng/ul 2
Toplam Hacim 20
Her bir tek rxn bagina alikuot | Tiip bagina 18ul Master karisimi ve 2ul mastar ekleyin

3.2.4.5. PCR Program

25
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Cizgele 3.7. PCR Program

Adimlar °C m:s Dongu
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 05:00 1
Denatlrasyon 95 00:30 30
Tavlama 57 00:30

Uzatma 72 00:30

Nihai uzatma 72 07:00 1
Tutma 10 10:00

Sekil 3.4. PCR cihazi

3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR amplifikasyonundan sonra, amplifikasyonun varligmi dogrulamak igin
agaroz jel elektroforezi uygulandi. PCR, ekstrakte edilen DNA kriterlerine tamamen

guvenilirdi.

3.2.5.1. Solusyonlar
1 X TAE tamponu, yiikleme boyasi, DNA basamagi isaretleyici, Ethidium
bromide (10mg/ml).

3.2.5.2. Agaroz hazirh@
* 100 ml 1X TAE siseye alind1.

» Tampona 1,5 gr (%1,5 i¢in) agaroz eklendi.

» Cozelti, tim jel parcaciklar1 ¢6ziilene kadar (Mikrodalga kullanilarak) kaynama
noktasina kadar 1sitild1.

* Agaroza 1 pl Ethidium Bromide (10mg/ml) eklendi.

* karisimi elde etmek ve baloncuk olugsmamasi i¢in Agaroz karistirilir.
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* Cozelti 50-60°C'de sogumaya birakildi.

3.2.5.3. Yatay agaroz jelin dokimu

Her iki kenar1 da selofan bantlarla kapatildiktan sonra agaroz soliisyonu jel
tepsisine dokiildii ve agaroz oda sicakliginda 30 dakika katilasmaya birakildi. Tarak
dikkatlice ¢ikarild1 ve jel, jel tepsisine yerlestirildi. Tepsi, tampon jel ylizeyinin 3-5 mm
tizerine ulagana kadar 1X TAE elektroforez tamponu ile dolduruldu.

3.2.5.4. DNA yukleme

PCR iirtinleri dogrudan yiiklendi. PCR f{iriinii i¢in 5ul dogrudan oluga yiiklendi.
Elektrik giicii 60 dakika boyunca 100v/mAmp'ta acildi. DNA, Katottan arti Anot
kutuplarina hareket eder. Jeldeki Ethidium bromit lekeli bantlar, Jel goriintileme sistemi

kullanilarak goriintiilendi.

3.2.5.5. istatistiksel Analiz Yontemleri

Odc biyofilm isolat verilerinin 6ncelikle hem antibiyotik duyarliligi hem de siddet
grubuna gore dagilimmim normal dagilima uygunlugunu test etmek i¢in kullanilan
Shapiro-Wilks Testi sonucuna gore verilerin dagilimmin normal dagilima uymadigi

istatistiki olarak kabul edildi (p<a=0,05). Odc biyofilm isolatin antibiyotik

duyarlhiligina gore farkliligini test etmek i¢in Mann-Whitney U testi, siddet grubuna gore
farkliligin1 test etmek i¢in Kruskal-Wallis testi kullanildi. Antibiyotik Duyarlilig1 ile
Biyofilm Siddeti arasindaki iliski olup olmadigini test etmek i¢in Yates Diizeltmeli Ki-
Kare Testi uygulandi. Siitun grup oranlari arasmdaki fark i¢in Compare column
proportion z-Test (Bonferroni method) uygulandi. Analizler %5 anlam seviyesinde
(%95 giiven seviyesinde) degerlendirildi. SPSS 21 Programi kullanildi. Ayrica 30
izolattan 29'unda Q.S genleri ve gyrB geni saptandigi nedeniyle istatistiksel analiz

yapilmamustir.

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
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4.1. P. aeruginosa’nin izolasyonu ve Teshisi

2022 yilimin Kasim, Aralik ve 2023 Ocak aylar1 arasmmda Kerkik
Hastanelerinden 7-70 yaslar1 arasindaki atik halde olan yara, yanik, kan, balgam, idrar
ve brongiyal drneklerini iceren numunelerin morfolojik, biyokimyasal testler sonucunda
125 Pseudomonas spp. olarak belirlenmistir. Bu izolatlar P. aeruginosa’ya 6zgu segici
besi ortam1 olan setrimid agar (Sekil 4.1) ve daha kantitatif sonuclar ortaya koyan ve
identifikasyonda oldukca ileri diizeyde otomatize bir sistem olan VITEK-2 ile yapilan
dogrulama testinde sadece 50 izolatin belli bir indeksin iizerinde P. aeruginosa oldugu

tesbit edilmistir.

[

pyoverdin

Sekil 4.1. Pseudomonas aeruginosa’nin setrimid agar (izerindeki koloni gériniim

Bu VITEK-2 sonuglarma gore; kan drneklerinden 4 (% 8), yara érneklerinden
28 (% 56), idrar orneklerinden 16 (% 32), balgam Orneklerinden 2 (% 4), bronsiyal
orneklerinden 1 (% 2) ve yanik 6rneklerinden 1 (% 2) olmak Uzere 50 P. aeruginosa
izolat1 elde edilmistir. Bu 50 P. aeruginosa susunun izole edildigi kaynagina gore

dagilimi Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. izolasyon kaynagma gére P. aeruginosa izolatlarinin sayisi ve yiizde oranlar

Izolasyon Kaynag

Atik Ornek Sayist

Vitek-2 sonucu P.

(%) aeruginosa Izolat
Sayisi (%)
Kan 28 (%22.4) 4 (%8)
Yara 43 (%34.4) 28 (%56)
{drar 47 (%37.6) 16 (%32)
Balgam 4 (%3.2) 2 (%4)
Yanik 2 (%L1.6) 1(%2)
Brongiyal 1 (%0.8) 1 (%2)
Toplam 125 (%100) 50 (%100)

4.2. Kantitatif Biyofilm Olusumu sonuclari

Biyofilm yapimi yoniinden ¢alismaya alman suslar incelendiginde PAO-1’1n

biyofilm absorbans degerlerine goére, toplam 50 adet P. aeruginosa izolatmin 3’

kontaminasyondan dolay1 ¢alismaya dahil edilmemistir. Geri kalan 47 6rnegin kantatif

ELISA biyofilm test sonuglarina gore % 2.2’sinin (1 izolat) negatif, %97.8’nin (46

izolat) pozitif oldugu goriilmistiir. Ayrica pozitif olan sonuglarin %10.6’nin siddetli,

%23.4’nin orta siddetli ve %63.8’nin zayif siddetli biyofilm iirettigi gdzlemlenmistir.

Siddet diizeyi Glomax cihaz sonuglarindan elde edilen grafikteki 0-0.20 arasi zayif

siddetli 0.20-0.30 aras1 orta siddetli ve 0.30°dan fazlasi siddetli biyofilm olusturdugu
kabul edilmistir (Kerkeni ve ark., 2016),(Cizgele 4.4),(Sekil 4.8).

Sample OD1

0.33
0.06
0.13
0.22
0.15
0.05
0.11
0.05
0.06
0.37
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Cizgele 4.2. Kantitatif Biyofilm Olusumu sonuglari

OD2 OD3
0.31 0.35
0.07 0.07
0.12 0.12
0.20 0.15
0.18 0.17
0.06 0.05
0.13 0.12
0.05 0.05
0.06 0.06
0.31 0.33

Ave. Odc
isolat
0.33 0.33
0.07 0.07
0.12 0.12
0.19 0.19
0.17 0.17
0.05 0.05
0.12 0.12
0.05 0.05
0.06 0.06
0.34 0.34

odc 2*odc 4*odc
0.05 0.10 0.19
0.05 0.10 0.19
0.05 0.10 0.19
0.05 0.10 0.19
0.05 0.10 0.19
0.05 0.10 0.19
0.05 0.10 0.19
0.05 0.10 0.19
0.05 0.10 0.19
0.05 0.10 0.19

Results
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12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
32
34
35
36
37
38
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
NC

0.05
0.05
0.11
0.33
0.15
0.06
0.06
0.06
0.05
0.34
0.07
0.05
0.21
0.05
0.11
0.05
0.07
0.07
0.11
0.48
0.06
0.08
0.77
0.06
0.06
0.07
0.09
0.07
0.06
0.07
0.06
0.06
0.07
0.05
0.13
0.15
0.05
0.04

0.05
0.05
0.17
0.33
0.10
0.06
0.06
0.05
0.06
0.37
0.07
0.05
0.16
0.05
0.10
0.06
0.08
0.07
0.09
0.52
0.06
0.07
0.75
0.09
0.06
0.06
0.10
0.08
0.06
0.06
0.08
0.06
0.07
0.05
0.13
0.21
0.06
0.04

0.06
0.05
0.09
0.39
0.12
0.06
0.21
0.05
0.06
0.37
0.08
0.05
0.15
0.05
0.10
0.06
0.07
0.08
0.08
0.38
0.07
0.07
0.59
0.05
0.06
0.06
0.10
0.07
0.06
0.06
0.06
0.06
0.10
0.05
0.11
0.17
0.05
0.05

0.05
0.05
0.12
0.35
0.12
0.06
0.11
0.05
0.06
0.36
0.07
0.05
0.17
0.05
0.10
0.06
0.07
0.07
0.09
0.46
0.06
0.07
0.70
0.07
0.06
0.06
0.10
0.07
0.06
0.06
0.06
0.06
0.08
0.05
0.12
0.17
0.05
0.04

0.05
0.05
0.12
0.35
0.12
0.06
0.11
0.05
0.06
0.36
0.07
0.05
0.17
0.05
0.10
0.06
0.07
0.07
0.09
0.46
0.06
0.07
0.70
0.07
0.06
0.06
0.10
0.07
0.06
0.06
0.06
0.06
0.08
0.00
0.12
0.17
0.05
0.04

0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05

0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10

0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
0.19
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Samples

Sekil 4.2. Kantitatif Biyofilm Olusumu sonuglar1 gizgelesi

4.3. P. aeruginosa Izolatlarimin Antibiyotiklere Kars1 Direnci

Calisma kapsaminda mikrobiyoloji biriminde rutin yapilan antibiyogram
sonuglarina gore antibiyotige direncli 50 P. aeruginosa izolatindan 30’u birgok
antibiyotige direngli (MDR) oldugundan hedef alindi ve galismalar bu 30 izolat

Uzerinden devam edildi.

4.3.1 VITEK-2 Sistemi ile Antibiyotiklerin Duyarhlik Testi

Coklu ilaca direncli (MDR) P. aeruginosa, penisilinler, sefalosporinler,
monopaktam, karbapenemler, florokinolonlar ve aminoglikozitlerden olusan ii¢ veya
daha fazla antibiyotik grubuna direngli izolat olarak tanimlanir (Dash ve ark., 2014).

Bir¢ok antibiyotige direnci (MDR) ile dikkat ¢eken 30 P. aeruginosa'nin, -
lactamases, Aminoglikozitler, Florokinolonlar/Quinolones, Polimiksin antibiyotik
guruplarmi kapsayan toplam 37 antibiyotik duyarlilik testleri VITEK-2 kullanilarak
yapilmigtir. Calisilan tiim izolatlar antibiyotiklere karsi coklu diren¢ gostermistir
(Cizelge 4.3.1.). Toplam 30 izolattan 18i (% 60) 31 antibiyotige % 100 direng
gosterirken, 12'si (% 40) nisbeten daha az direng gostermistir. En az direnci %70

oraninda amikasin antibiyotigi gostermistir (Cizelge 4.3.).



Cizgele 4.3. Vitek-2 kullanilarak izole edilen P. aeruginosa bakterilerine kars: kullanilan bazi
antibiyotiklere direng, orta duyarl ve duyarlilik oranlar1.

Antibiyotikler Direng % Orta Duyarh % Duyarh %

p-lactamases
A. Penselinler

Amoksisilin %% 100 % 0 % 0
Ampisilin % 100 % 0 % 0
Karbenisilin 9% 100 % 0 % 0
Piperasilin % 100 % 0 % 0
Tikarsilin 0% 90 % 0 % 10
Azlosilin % 100 %0 % 0
B. Penisilin kombinasyonu
Tikarsilin / % 80 % 0 % 20
klavulanik asit
Piperasilin/ % 100 % 0 % 0
Tazobaktam
Ampisilin/ % 100 % 0 % 0
Sulbaktam
Amoksisilin / % 100 % 0 % 0

Klavulanik asit

C. Sefalosporinler

Sefsulodin % 100 % 0 % 0
Seftarolin % 100 % 0 % 0
Seftobeprol % 100 % 0 % 0
Sefaklor % 100 % 0 % 0
Sefadroksil % 100 % 0 % 0
Sefalaksin % 100 % 0 % 0
Sefazolin % 100 % 0 % 0
Sefradin % 100 % 0 % 0
Sefamandol % 100 % 0 % 0
Sefuroksim % 100 % 0 % 0
Sefmetazol % 100 % 0 % 0
Sefotetan % 100 % 0 % 0
Sefoksitin % 100 % 0 % 0
Sefditoren % 100 % 0 % 0
Sefiksim % 100 % 0 % 0
Sefotaksim % 100 % 0 % 0
Seftriakson % 100 % 0 % 0
D. Monobaktamlar
Aztreonam % 100 % 0 % 0
C. Karbapenem
Imipenem % 100 % 0 %0

Meropenem % 100 % 0 % 0
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Aminoglikozitler

Amikasin % 70 % 0 % 30
Gentamisin % 90 % 10 % 0
Tobramisin % 100 % 0 % 0

Florokinolonlar/ Quinolones
Siprofloksasin % 80 % 0 % 20
Levofloksasin % 80 % 0 % 20
Sinoksasin % 100 % 0 % 0
Polimiksin
Kolistin % 100 % 0 % 0

4.3.2. Biyofilm ve MDR arasindaki Korelasyon Rezistans

Coklu antibiyotik direncinin (MDR) nedenleri, bakterilerin ¢ok sayida viriilans
faktoriine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. P. aeruginosa'da biyofilm dretimi,
birgok ilaca karsi diren¢ olusturan en Onemli viriilans faktorlerinden biridir. Bu
calismada coklu ilag direnci gosteren tiim 30 izolatin hepsinde (%2100'de) biyofilm
olusumu goriilmiistiir. Toplam 30 izolattan 18’1 (% 60) 31 antibiyotige % 100 direng
gosteren izolatlarm 5’1 (%16.3%niin) Siddetli biyofilm , 9’4 (%30) Orta Siddetli
Biyofilm olusturan izolatlar ve 4’ (%10) Zayif Biyofilm olusturan izolatlar

belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Cizgele 4.4. Biyofilm Olusumu, Coklu ila¢ (MDR) Arasindaki Korelasyon Rezistans

Biyofilm Siddetli Biyofilm | Orta Siddetli | Zayif Siddetli Toplam
10% (n) 3 Biyofilm Biyofilm 100 %
Antibiyotik Duyarlihigi 6.6 % (n) 2 83.4 % (n) 25 (n) 30
MDR 100 % 5 9 4 18
18 sus % 16.7 % 30 % 10 % 60
Diger 12 sus 0 0 12 12
% 0.0 % 0.0 % 43.3 % 40

Cizgele 4.5. Coklu ilag direnci (MDR) 6rneklerden izole edilen suslarm biyofilm yapim siddeti

Ornek sayist Odc isolat Biyofilm Siddeti Sonuglari Antibiyotik Duyarhihig:
1 0.33 3 MDR %100
2 0.07 1 Digerleri
3 0.12 2 MDR %100
4 0.19 2 MDR %100



https://www.turkiyeklinikleri.com/article/tr-polimiksinler-kolistin-ve-polimiksin-b-78053.html
https://www.turkiyeklinikleri.com/article/tr-polimiksinler-kolistin-ve-polimiksin-b-78053.html

5 0.17 2 MDR %100
6 0.05 1 Digerleri
7 0.12 2 MDR %100
8 0.05 1 Digerleri
9 0.06 1 Digerleri
10 0.34 3 MDR %100
11 0.05 1 MDR %100
12 0.05 1 Digerleri
13 0.12 2 MDR %100
14 0.35 3 MDR %100
15 0.12 2 MDR %100
16 0.06 1 Digerleri
17 0.11 2 MDR %100
18 0.05 1 Digerleri
19 0.06 1 Digerleri
20 0.36 3 MDR %100
21 0.07 1 MDR %100
22 0.05 1 Digerleri
23 0.17 2 MDR %100
24 0.05 1 MDR %100
25 0.1 2 MDR %100
26 0.06 1 Digerleri
27 0.07 1 MDR %100
28 0.07 1 Digerleri
29 0.09 1 Digerleri
30 0.46 3 MDR %100
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Yates Duzeltmeli Ki-Kare Test sonucuna gore antibiyotik duyarliligi ile

biyofilm siddeti arasindaki iligki istatistiki olarak anlamli bulunmustur. ( p <« =0,05).

Sutun grup oranlar1 arasindaki farka iligkin test sonucglar1 tabloda verilmistir.

Ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki fark istatistiki olarak anlamli degilken

farkli harflerin bulundugu gruplar arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulunmustur.
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Gizgele 4.6. Biyofilm siddet gruplar1 ve MDR 100% ve digerleri arasindaki Istatistiksel analiz1

Bivofilm Siddet
Orta+Siddetli Zayif Toplam

Artibivotik Duyarilin WOR%100 n 14, 4s 18
% T7.B% 22.2% 100,0%

Digerleri n Oa 12y 12

% 0,0% 100,0% 100,0%

Toplam y 14 16 a0
% 46, 7% 53,3% 100,0%

4.4 . PCR Aplifikasyonu

4.4.1. QS genleri lasl, lasR belirlenmesi sonuclar

Calismada kullanilan P. aeruginosa klinik izolatlarm Q.S sistemlerinin
fonksiyonel olup olmadigini belirlemek i¢in, unipleks PCR yapilarak lasl, lasR genleri
cogaltilmis ve ¢ogaltilan iriinler %]1°lik agaroz jelde ayristirilip etidyum bromiir ile
boyandiktan sonra jel goriintiileme cihazinda UV 1sik altinda goriintiilenmistir. PCR
analizi sonucunda 30 klinik izolatm 29’sunda ve PAO1 susunda lasl (607 bp), lasR (726
bp) Q.S sistemi genlerinin mevcut oldugu goriilmiistiir. 26 nolu sus %80 MDR ve zayif
biyofilm tiretmesine regmen QS lasl, lasR genleri ve gyrB direng geni negatif gikmustr (Sekil 4.3,
4.4,45,4.6).

1500bp
1000bp

607bp

500bp

100bp

lasI

Sekil 4.3. Pseudomonas aeruginosa érneklerinin Lasl geninin amplifikasyon sonuglarmnin %1.5 agaroz jel
elektroforezi. Eth.Br M: 100bp, Agarose, LE, Analytical Grade, Promega ABD.
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1500bp

1000bp
607bp

500bp

100bp

lasl

Sekil 4.4. Pseudomonas aeruginosa érneklerinin Lasl geninin amplifikasyon sonuglarmim %1.5 agaroz jel
elektroforezi. Eth.Br M: 100bp, Agarose, LE, Analytical Grade, Promega ABD.

1500bp

1000b
: - - - - - - K

- - - -

500bp

100bp

lasR
57C

Sekil 4.5. Pseudomonas aeruginosa 6rneklerinin LasR geninin amplifikasyon sonuglarmnin %1.5 agaroz jel
elektroforezi. Eth.Br M: 100bp, Agarose, LE, Analytical Grade, Promega ABD.
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1500bp

1000bp

-— e Ll

500bp

100bp

lasR

Sekil 4.6. Pseudomonas aeruginosa 6rneklerinin LasR geninin amplifikasyon sonuglarinin %1.5 agaroz jel
elektroforezi. Eth.Br M: 100bp, Agarose, LE, Analytical Grade, Promega ABD.

4.4.2. QS Genlerinin Varhg ile Biyofilm Diizeylerine Gore Dagilimm

P.aeruginosa’da biyofilm olusumunu da igeren bir¢ok viriilans faktori
dretiminin duzenlenmesinde QS’nin gorev aldigi bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda,
Ozellikle biyofilmin yapilanma, olgunlagma ve dagilma agamalarinda QS sisteminin roli
acikca gosterilmistir (Pérez-Pérez ve ark., 2017; Maurice ve ark., 2018).

Bu calismada 29 izolatin QS genlerinin varlig: ile biyofilm siddeti arasindaki
iliskileri ve dagilimi cizelge 4.5. gosterilmistir. lasl, lasR genleri bakimindan pozitif
toplam 29 izolatta 5’inde siddetli biyofilm, 9’lnda orta siddetli biyofilm ve 15’inde
zayif siddetli biyofilm goriilmiistiir (Cizgele 4.5).

Cizgele 4.7. QS Genleri Varliginin Biyofilm Diizeylerine Gére Dagilim1

Biyofilm
Siddetli Biyofilm | OrtaBiyofilm | Zayif Biyofilm Toplam
QS Genleri (n)

lasl, lasR 5 9 15 29
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4.4.3. gyrB geni belirlenmesi sonuclar

FQ'larm P. aeruginosa'ya karsi molekiiler diren¢ mekanizmalar1 esas olarak gyrA ve
gyrB'deki mutasyonlar ve mutasyonlar gyrB'de ilag direncinde daha Gnemli bir rol oynamustir
(Feng ve ark., 2019). Bu calismada toplam 30 izolattan 29'unda gyrB geninin varligi
belirlenmistir. gyrB geni 222 bp biytkligiinde PCR {iriinii elde edilmistir. (Sekil 4.7, 4.8).

500bp NS

---- T ———— - e P

gyrB
57C

Sekil 4.7. Pseudomonas aeruginosa orneklerinin gyrB geninin amplifikasyon sonuglarinin %1.5 agaroz jel
elektroforezi. Eth.Br M: 100bp, Agarose, LE, Analytical Grade, Promega ABD.

1S00bp

1000bp

S00bp

100bp

®yrB
s57C

Sekil 4.8. Pseudomonas aeruginosa orneklerinin gyrB geninin amplifikasyon sonuglarinin %1.5 agaroz jel
elektroforezi. Eth.Br M: 100bp, Agarose, LE, Analytical Grade, Promega ABD.

P. aeruginosa, cesitli enfeksiy6z sendromlara neden olan Onde gelen bir

nozokomiyal patojen olan, ¢evrede her yerde bulunan Gram negatif bir bakteridir. Farkli
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caligmalarda hastane kaynakli enfeksiyonlarm %8-25'inden P. aeruginosa sorumlu
tutulmustur. Bu bakteri siklikla hastanelerdeki nemli ortamlardan ve hasta tedavisinde
kullanilan alet ve sivilardan izole edilmekte ve Ozellikle yogun bakim iiniteleri ve
notropenik hastalarin takip edildigi {niteler i¢in daha da Onem kazanmaktadir
(Nordmann ve Guibert, 1998; Aydn ve ark., 2000). P. aeruginosa yuksek mortaliteye

sahip Klinik tablolara neden olur (Carmeli ve ark., 1999; Karadenizli ve ark., 2002).

P. aeruginosa’nin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin tedavisi, giiniimiizde
yaygin olan ¢oklu antibiyotik direnci nedeniyle sorun teskil etmektedir. Pseudomonas
enfeksiyonlarinda antimikrobiyal ajanlara karsi direncin hizli gelisimi ve yiiksek
prevalansi ciddi bir sorundur (Nordmann ve Guibert, 1998; Aydmn ve ark., 2000). P.
aeruginosa insanlarda farkli kosullar altinda farkli anatomik bolgelerde firsatgi
enfeksiyonlara neden olur. Bakterilerin ¢esitli viriilans faktorlerine ek olarak, konake1
hiicre yanitinin da enfeksiyon gelisiminde onemli rol oynadigi bilinmektedir. Bu
viriilans faktorleri arasinda kirpikler, pilus, LPS, aljinat, piyosiyanin, pyoverdin,
proteaz, elastaz, fosfolipaz C, ekzoA, rhamnolipid ve biyofilm bulunmaktadir (Feldman
ve ark., 1998; Fonseca ve Sousa, 2007; Karatuna ve Yagci, 2008). Firsat¢i1 bir patojen
olan P. aeruginosa, entube hastalarda ventilatorle iliskili ciddi pnémonilerde rol
oynamaktadir. Ust solunum yollarinda P. aeruginosa kolonizasyonu ve endotrakeal
entiibasyon siiresi bu hastalarda pnomoni olusumu ile iligkilidir. P. aeruginosa'nin
hareketsiz veya cansiz ylizeylerde kolonize olmasi i¢in bakterilerin genis bir ylizeyde
biiyiimesi gerekir. Bu durum biyofilm olusumu ile ortaya ¢ikmaktadir (Favre-Bonté ve
ark., 2003). P. aeruginosa, patojenitesine katkida bulunan ¢esitli viriilans faktorlerine
sahiptir. Bu nedenle, yiiksek dogruluk ve 6zgiilliik ile hizli tespit, bu patojenik bakterinin
kontroliinde ¢ok 6nemlidir (Buhl ve ark., 2015).

Hiicreler arast iletisime dayali popiilasyon yogunluguna dayali iletisim
mekanizmasma Q.S sistemi denir ve bircok bakteri tlriinde gortlmektedir. Bakteriler
arasindaki bu iletisimin temeli, bakterilerin otostimiilator (Al) sinyal molekiilleri adi
verilen bazi maddeleri bulunduklar1 ortama sentezlemeleri ve bu sentezlenen maddelerin
yogunlugunu ve ortamdaki popiilasyon yogunluklarmi tespit edebilmeleri ve bunun
sonucunda sinyal molekiillerinin 6zel genlerin ifadesinde rol oynamasidir. Bakteriler bu
sekilde yiizlerce toplu davramis sergilerler ancak bunlardan en Onemlisi bulasict

hastaliklarm kaynagi olan viriilans faktorlerinin sentezidir. P. aeruginosa'nin viriilans
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mekanizmasi da sinyal molekiillerinin iiretimi dogrultusunda Q.S sistemi tarafindan
kontrol edilmektedir. Bu sebeple P. aeruginosa suslarinda bu sinyal molekiillerinin
iiretimi viriilans faktorlerinin iiretilmesi ve dolayisiyla patojenitenin olusturulmasinda
onem gostermektedir (McKnight ve ark., 2000; Gallagher ve ark., 2002). Bu yizden
bakterileri dogrudan 6ldiirmek yerine, viriilans faktorlerinin tiretiminden sorumlu olan
bakteriyel iletisim sisteminin Q.S inhibitdr bilesikleri ile engellenmesi, bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavi veya kontroliiniin saglanmasi, patojenik mikroorganizmalarla
miicadelede umut verici yeni bir strateji olarak degerlendirilmektedir (Bosgelmez-Tmaz,

2013).

Q.S inhibitorleri, P. aeruginosa'’nin artan antibiyotik direnci sorununun
istesinden gelmek igin kullanilabilecek alternatif terapdtikler olarak en ¢ok calisilan
ajanlardir. Bu inhibitérlere ayrica mikroorganizmanm virlilansin1  hedefleyen
antipatojenik ilaclar da denilir. P. aeruginosa'nin oldiiriiciiligii, hiicre-hiicre iletisim
sistemine veya bakterilerin artan hiicre yogunlugu nedeniyle koordineli yanitlar
Uretmesine izin veren c¢oOzunidr sinyal molekdllerini kullanan Q.S sistemine
dayanmaktadir. Yogun arastirmalar, bakteriler, algler ve bitkiler dahil olmak {izere
cesitli kaynaklardan ¢ok sayida Q.S inhibitoriiniin tanimlanmasma yol agmustir
(Rasmussen ve digerleri, 2005). Bu inhibitér molekullerin proteaz, pyoverdin, Kitinaz
gibi P. aeruginosa viriilans faktorlerinin iiretimi, kayma hareketi ve biyofilm olusumu
iizerinde etkisi oldugu ancak ¢ogunun insan kullanimma pek uygun olmadigi
belirlenmistir. ¢linkii tolere edilebilir dozlarda ya toksiktirler ya da etki gostermezler

(Bosgelmez-Tinaz, 2007).

Antibiyotige direngli patojenik bakteriler, hastane enfeksiyonlarma yol acan ve
hastanede yatan hastalarda morbidite ve mortalite oranlarmi artiran biiyiik bir kiresel
sorun olmaya baslamustir (Saeed ve ark., 2018). Diinya Saglik Orgiitii'niin 2017 yilinda
yapilan ¢aligmalar sonucunda yayimladigi rapora gore, yeni antibiyotiklere acilen ihtiyag
oldugunu belirtmisglerdir (Tacconelli ve ark., 2018; Horcajada ve ark., 2019).
Bakterilerin patojenitesine katkida bulunan bu genlerin prevalansiin periyodik olarak
belirlenmesidir. Ozellikle lasR, lasl genlerinin yayilma mekanizmasinm anlasiimasinda
ve direncli izolatlarmn takibinde tedavide 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica QS genlerinin
biyofilm olusumu ve MDR ila¢ grubuna karsi direncin belirlenmesi de buyik 6nem

tasimaktadir.
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Yapilan bu c¢alisma ile agirhikli olarak atik halde olmak Uzere farkli
kaynaklardan izole edilen P. aeruginosa izolatlarmm oncelikle Q.S sistem genlerine
bakilmistir. Arastirmaya katilan 30 Ornegin 29’sun da lasl, lasR genlerinin hepsi
mevcutken 1 Ornekte lasR geni negatif bulunmustur. Bazi arastirmalar, lasR-lasl
sisteminin  genlerindeki mutasyonlarin piyosiyanin {iretiminde azalmaya neden
oldugunu ortaya koymustur (McKnight ve ark., 2000; Gallagher ve ark., 2002).

Calismada lasR geni negatif olan 29’suncu nolu 6rnegin piyosiyanin pigmenti
tiretemedigi bu ¢aligmalar1 destekler niteliktedir. Setrimide agar'm P. aeruginosa igin
bir deterjan gorevi gordiigli ve diger bir¢cok organizmanin biiyiimesini engelledigi
bilinmektedir ve setrimidin (%0,03) varliginda biiylime kapasitesini belirlemek icin
kullanilan secici ve diferansiyel bir ara maddedir, bu sonuglar Tang (2014) ile tutarhdir

(Tang ve ark., 2014).

Biyofilm olusumunun P.aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezinde énemli rol
oynadig1 belirlenmistir. Biyofilm enfeksiyonlarinin ¢ok yaygm olmasi nedeniyle
biyofilm direncini yol agmasina yonelik ¢alismalar 6nem tasimaktadir (Maurice ve ark.,
2018) . Bu calismada Coklu ilag direnci (MDR) gosteren tiim 30 izolatin hepsinde
(%100'de) biyofilm olusumu goriilmiistiir buda Shatti ve arkadaslarinmn 2022'de
yaptiklar1 ¢alisma sonuglari ile tutarhdir (Shatti ve ark., 2022).

Wang ve arkadagslar1 tarafindan 2005 yilinda yapilan bir ¢galismada 12 otopatojen
P. aeruginosa susunun biyofilm seviyeleri kristal viyole kullanilarak mikrotitre plak
yontemi ile 6l¢iilmiis ve suslar PAO-1'in biyofilm seviyelerine gore karsilastirilmistir.
Calisma sonucunda 12 sustan 10'unun PAO-1'den 2-18 kat daha gii¢lii biyofilm tirettigi,
diger 2 susun ise PAO-1'e yakin veya daha diisiik biyofilm olusturdugu saptanmistir Bu

sonuglar bizim ¢alismamizda tam tersini gostermistir (Wang ve ark., 2005).

P.aeruginosa enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan CIP direnci ve bir beta-
laktamaz inhibitorii antibiyotik olan PRP direnci ile ilgili literatiirde bir¢cok yayin
bulmak mimkindir (del Barrio-Tofifio ve ark., 2017; Pokharel ve ark., 2019).

Erdal ve arkdaslarmin 2020'de yaptiklar1 klinik P. aeruginosa suslarinin
Siproflaksasin ve Pipresaslin / Tazobaktam antibiyotiklerinin ( Sub — MIK )
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konsatrasyonlarinin biyofilm yapimmi tiizere etkilerinin inceledigi ¢alismada bu tez
sonuglarinin aksine biyofilm olusturan suslarind daha disiik oranda Pipresaslin /
Tazobaktam 37.5 % oraninda direng oldugu tesbit edilirken Siproflaksasine diisiik direng
goriildii ve bu sonuglar bu ¢alismaya uyumlu oldugunu gostermistir (Erdal ve ark.,
2021).

Antibiyotik direng oranlar1 ile ilgili yapilan gesitli c¢aligmalarda P.
aeruginosa'nin en duyarl oldugu antibiyotikler imipenem, meropenem ve daha diisiik
oranlarda da olsa amikasin; Sefalosporinlerin daha direngli oldugunun bildirilmis olmas1
diren¢ oranlarinin bu tez ¢alismasmin sonuglar: ile uyumlu oldugunu gostermektedir.
Aynm zamanda duyarlhilik testleri sonucglarina gére amikasin en diisiik direnci gostererek
bu calisma ile uyumlu oldugunu gosterirken, imipenem ve meropenem antibiyotikleri
tim izolatlarda diren¢ gostererek bu tez calismasi ile uyumlu olmadigini géstermistir
(Hosaf ve ark.; Elaldi ve ark., 2003).

Baska bir ¢alismada 8 farkli hastaneden toplanan ve nozokomiyal
enfeksiyonlara neden olan 162 P. aeruginosa susunun mikrotiter plak yontemi ile
biyofilm {retimi ve antibiyotik direng oranlar1 disk diflizyon yontemi ile
karsilastirilmistir. Calismada bu suglar biyofilm seviyelerine gore biyofilm olusturan ve
olusturmayanlar olarak iki gruba ayrildi. Antibiyotik direng oranlarma bakildiginda her
iki grubun amikasin, gentamisin ve seftriaksona benzer, siprofloksasine ise daha diisiik
direng gosterdigi goriildii. Aymi ¢alisma sonucunda biyofilm olusturan grubun
antibiyotiklere kars1 daha direngli oldugu ve tedavisi daha zor enfeksiyonlara yol actigi

belirtilmektedir (Delissalde ve Amabile-Cuevas, 2004).

Biyofilm igerisindeki bakterilerin antibiyotiklere direncini saglayan c¢esitli
faktorler vardir. Bunlar arasinda yavas biiylime, biyofilm tabanindaki oksijen iceriginin
azalmasi, pozitif yikli aminoglikozitlerin negatif yikli aljinat polimerlerine
baglanmasiyla olusan penetrasyon bariyeri ve bakterilerde beta-laktamazlarin varhigi yer
alir. Standart duyarlilik testleri kullanilan antibiyotiklere duyarli olduklarimi gosterse de
biyofilmdeki bakterilerde artan diren¢ ¢ogu zaman tedavilerinde basarisizliga yol

acmaktadir (Anwar ve ark., 1992).

P. aeruginosa'nin hiicre dis1 viriilans faktorlerinin ¢ogunun iiretiminin kontroli,

hiicreden hiicreye sinyallesme, bakteriler arasi iletisim ve bakteri hiicre yogunlugunun
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gbzlendigi mekanizmalar yoluyla gerceklesir. Bakteriler arasindaki iletisimde kullanilan
dil, mikroorganizmalarin ¢evreye saldiklari sinyal molekiillerinden olusur. Bakteriler
urettikleri sinyal molekiillerinin  yogunlugunu dlgerek cevrelerindeki — diger
mikroorganizmalarin miktarmni algilayabilirler. QS adi verilen bu sistem virulansta

onemlidir (De Kievit ve Iglewski, 2000; Taga ve Bassler, 2003).

P. aeruginosa'nin ekzoproteaz, siderofor, ekzotoksin ve lipaz gibi viriilans
faktorlerinin ¢ogu QS tarafindan diizenlenir. QS ile virtilans faktorlerinin kontroli, P.
aeruginosa'ya cesitli avantajlar saglar. QS sistemi, yeterli bakteri yogunluguna
ulasildiktan sonra hiicre dis1 viriilans faktorlerinin tiretimini saglar (Rumbaugh ve ark.,
2004).

Genetik ¢aligmalar, P. aeruginosa'da iki farkli QS sistemi tanimlamustir. Bu
sistemlerin her birinde R ve I genleri arasinda Las R-I ve Rhl R-1 olarak adlandirilan bir
baglant1 vardir. LasR sistemi, transkripsiyonel diizenleme sonucunda Lasl aracili genel
bir sinyal molekull olan 3-O-C12-HSL'yi serbest birakirken, RhIR sistemi, Rhll aracili
genel sinyal molekilii C4-HSL'yi serbest birakir. transkripsiyon diizenlemesi (Duan ve
Surette, 2007).

P. aeruginosa'da, bazal seviyede diisiik hiicre yogunlugunda Lasl aracili 3-O-
C12-HSL iiretimi de vardir. Hiicre yogunlugunun artmasi ile sinyal molekiilii kritik
konsantrasyona ulasir ve LasR aktivasyonu gergeklesir. LasR-3-O-C12-HSL kompleksi,
virlilans genlerinin transkripsiyonunu aktive eder. Bu genler aktive olur lasB, toxA, rhIR
ve lasl genlerini igerir. LasI'nin LasR tarafindan etkinlestirilmesi, pozitif bir oto-
diizenleme dongiisii olusturur. QS diizenleyici kaskatta LasR araciligi ile RhIR’nin
aktivasyonu gerceklesir. Sonu¢ olarak Rhl sisteminin aktivasyonu igin Las sistem
aktivasyonu gereklidir. RhI aracili C4-HSL salimi RhIR aktivasyonu saglar. RhIR
aktivasyonu, hidrojen siyaniir ve piyosiyanin gibi ¢esitli sekonder metabolitlerin {iretimi
icin gerekli genlerin ekspresyonunu saglar. P. aeruginosa'daki QS mekanizmasinin
elemanlarindaki mutasyon, bu bakterilerin laboratuvar kosullarinda biiylimesini énemli
Olcude etkilemez. PAO-1 susu ile Lasl ve Rhl sistemlerinde mutasyon bulunan P.
aeruginosa suslarinda ayni laboratuvar kosullarinda benzer iireme oranlar1 saptanmigtir

(Parsek ve Greenberg, 2000).
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QS'nin P. aeruginosa patogenezine katkisi bugiine kadar literatiirde yayinlanmis
birgok calismada gosterilmistir. Klinik ¢alismalarda basta P. aeruginosa olmak (izere
kistik fibrozis gibi kronik akciger enfeksiyonu olan hastalarin enfekte akciger
dokularinda veya farkli enfekte dokularda QS'min tamamen fonksiyonel oldugu
bulunmustur (Hentzer ve ark., 2003; Hooi ve ark., 2004; Rumbaugh ve ark., 2004;
Schaber ve ark., 2004; Singh ve Greenstein, 2006).

Bu c¢alismada QS’de rol alan lasl, lasR genlerinin varliklart PCR yontemi
kullanilarak incelendi. Bunun i¢in bu genlerin iginde degisik bdlgelere uyan ve daha

once tasarlanmis oligoniikleotid primerleri kullanildi (Schaber ve ark., 2004).

Bu c¢alismada da PAO-1’e gore zayif biyofilm yapan 26 nolu izolat QS gen
kayb1 saptanmamistir. Bu sonuca gore biyofilm yapiminin sadece QS gen varligma
bagl olmadigi, gerek transkripsiyonel faktorlerin, gerekse cogalma ortamindaki diger

cevresel faktorlerin biyofilme gidiste etkili oldugu diistiniilmiistiir.

Schaber ve ark. PAO-1'in QS gen defekti olan 5 klinik izolatta tespit edildigini
bildirmistir. Baska bir ¢aligmada biyofilm iiretim hizlarim1 ve biliylime ozelliklerini
yeniden degerlendirdi. Yedi giin boyunca biyofilm kalinliklarmin ve yogunluklarinin
kaydedildigi ¢alismada, gen kusurlu tiim suslarda erkek biyofilm asamasinda ve yiizeye
tutunma asamasinda PAO-1'e gore daha zayif bir etki gdzlendi. Ote yandan, daha 6nceki
caligmalarinda lasR ve rhlR gen kaybi saptadiklari, diisiik lasl ve rhll gen seviyelerine
sahip 2 susun, benzer kalinlikta ancak sonunda PAO-1'den daha gec olgun biyofilmler
olusturdugu gozlenmistir. 7. guniin PAO-1'e gbre biraz daha yiksek lasl ve rhl gen
seviyelerine sahip diger 2 susta daha ince ve heterojen bir olgun biyofilm gdzlenirken,
PAO-1'e en yiiksek ve en yakin gen seviyelerine sahip sus, PAO-1 ile benzer kalinlikta
ve daha fazla heterojenlige sahiplenmistir . Biyofilm olusturdugu belirlenmistir. PAO-1'e
gore bu suglarm lasI seviyeleri %37-71 iken, rhli seviyeleri %35-92 olarak bulunmustur.
lasR ve rhIR gen kaybini saptadiklari suslarm biyofilm yapisinin PAO-1'e gore daha az
farklilasmasindan yola ¢ikarak, lasR ve rhIR genlerinin biyofilm farklilagmasinda rol
oynadigini belirtmislerdir. PAO-1'in QS gen kusurlu suslarla biiyiime 6zellikleri dikkate
alindiginda, biiylimenin hi¢cbir asamasinda fark bulunmadi. Calismadaki suslarin flagella
ve pilus bagimli hareket 6zelliklerinde PAO-1'e gore zayif oldugu tespit edildi. Calisma

sonucunda kamgiya bagl segirme, pilusa baglh ogul hareketi ve QS sistemlerinin
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biyofilm olusumunda etkili mekanizmalar oldugu belirtildi. QS'nin tek basina biyofilmin
baslamasinda 6nemli bir rol oynamadigi, ancak olgun biyofilmlerin iiretilmesinde daha

etkili oldugu sonucuna varilmistir (Schaber ve ark., 2007).

Biyofilmler ¢ok sayida subakut ve kronik enfeksiyonla iliskilendirilmistir
(Boisvert ve ark., 2016). P. aeruginosa, aljinat adi1 verilen bir ekzopolisakarit sentezler,
bakterileri degisen ¢evre kosullarindan korur ve kat1 yiizeylere yapismayi tesvik eder
(Dhaife ve Al-Attar, 2021). Alginat biyosentetik genlerinin (algD geni) transkripsiyonu,
substratuma baglanma ile indiiklenir ve bu, biyofilm olusumuna yol agan artan alginat

uretimine yol acar (Russell ve ark., 2004).

Namug ve ark 2019 da Irak'ta bir ¢alismada P. aeruginosa'da algD geni ile
biyofilm olusumu arasindaki iliskinin incelendigi ¢alismada, algD geninin tum biyofilm
olusturucularda yiiksek oranda mevcut oldugu bulunmustur (Namuq ve ark., 2019). bu,
bakterilerin biyofilm iiretmesinin tek nedeninin yalnizca QS genlerinin varligi olmadigi

anlamina gelmektedir.

Irak'ta 2012'de yapilan baska bir ¢calismadaysa klinik P. aeruginosa suslarmin
duyarlilik testi sonuglar1 bu tez calismanin aksini gostermistir. Calisma sonucuna gore
amikasin %14.3 diisiik direnc gdsterirken ampislin antibiyotigin diren oran1 bu ¢aligmaya
uyumlu oldugu gorilmiistiir (kreem Al-salamy ve Al-Hilli, 2012). Irakta 2022" de
yapilan diger ¢alismada tiim MDR ve biyofilm tireten P. aeruginosa izolatlar1 QS genleri
olan lasl, lasR %100 saptanmasi bu tez ¢alismasi aksine 30 izolattan nolu 26 sus MDR
ve biyoflm liretmesine ragmen QS genleri goriilmemitir bu buda bu ¢alisma sonuglarina

gore uyumlu olmadigimi géstermistir (Mohammed ve Zgair, 2022).

Cinde 2019 da yapilan bir ¢alismada, CIP'nin suslari in vitro segime direncli
hale getirme konusunda LEV'den daha giiclii oldugu goriilmistiir. FQ'larm P.
aeruginosa'ya karsi molekiiler direng mekanizmalar1 temel olarak gyrA ve gyrB'deki
mutasyonlardir ve gyrB'deki mutasyonlar ila¢ direncinde daha énemli bir rol oynamustir

buda bizim ¢aligmamizin sonuglarina uyumlu degildir (Feng ve ark., 2019).

Sonug olarak, Irak toplumunda genetik mutasyonlarin ve antibiyotik direncinin

varliginin en Onemli nedenlerinden biri, Irakli bireylerin g¢ogunlugunun ayrim
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gbzetmeden ve dogrudan tedaviye bagvurmadan 6nce bir doktora danismadan veya ilag
duyarliligmi kontrol etmeden antibiyotik kullanmasidir. Ayrica Irak hastanelerinde
uygulanan dezenfeksiyon sistemleri, enfeksiyona neden olan mikroorganizmalara,
Ozellikle P. aeruginosa ve farkl viriilans faktorlerine sahip diger benzer bakterilere
kars1 genel olarak etkisi yeterli degildir. Dolayisiyla bu bakteriler hastanede uzun siire

kalan hastalar i¢in biiytlik risk olusturmaktadir.

5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

1) Bu c¢alismada, Kerkiik hastanelerinden atik halde bulunan farkli kaynaklardan
elde edilen toplam 125 Pseudomonas spp érneginden 50 klinik P. aeruginosa

bakteri izolat1 gosterildi.

2) Bu c¢alismada kullanilan biyofilmlerin kantitatif analizi sonucunda 47 P.
aeruginosa izolatindan 46's1 (%97,8) farkli siddette biyofilm retti, 1'i (%2,2)
uretmedi. Ayrica farkli siddette biyofilm iireten izolatlarm sonuglari %10.6’nin
siddetli, %23.4’nin orta siddetli ve %63.8’nin zayif siddetli biyofilm iirettigi

gozlemlenmistir.

3) 30 adet P. aeruginosa izolatinin beta-laktamazlar, aminoglikozidler,
florokinolon/kinolon, polimiksin grubu antibiyotikleri iceren toplam 37 adet
antibiyotik duyarlilik testi sonucunda tiim izolatlar ¢oklu antibiyotik direnci
gostermistir. Toplam 30 izolattan 18'1 (%60) 31 antibiyotige %100 direng
gosterirken, 12'si (%40) nispeten daha diisiik direng gosterdi ve en diisiik direng
antibiyotik amikasine %70 direncliydi.

4) Coklu ilag direnci gosteren tim 30 izolatin hepsinde (%100'de) biyofilm
olusumu gortilmiistiir. Toplam 30 izolattan 18’1 (% 60) 31 antibiyotige % 100
direng gosteren izolatlarin 1°si (% 3.3 'liniin) Siddetli biyofilm, 1 (% 3.3) Orta
Siddetli Biyofilm olusturan izolatlar ve 16 (% 53.4) Zayif Biyofilm olusturan

izolatlar belirlenmistir.
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5) Toplam 30 MDR izolattan 29'unda gyrB geninin varhigi belirlenmistir.

6) QS genleri, P. aeruginosa izolatlarinda saptanmistir. Buradaki sonuclar 30 adet

izolatta 29 lasl, lasR genlerinin bulundugunu gostermistir.

7) lasl ve lasR genleri pozitif olan 29 izolattan 3'linde siddetli biyofilm, 2'sinde orta
derecede biyofilm ve 24'linde zayif biyofilm gozlendi. Ek olarak, 26. sus %80
MDR ve zayif biyofilm tiretmesine ragmen, lasl, lasR, gyrB genleri negatifti.

8) Bu ¢alisma antibiyotige direngli bakteriler ve Q.S sistemi ile biyofilm olusturan
suslarin hizli tesbiti ile etkili tedaviye sagladigi katkiyr gostermek agisindan

Onem arz etmektedir.

5.2 Oneriler

Bu c¢alismanin sonuglarimin sonraki c¢alismalar i¢in bir literatiir kaynagi
olusturacagi diisiincesindeyiz. Ayrica bu ¢alisma; ¢oklu antibiyotige direngli bakteriler
ve Q.S sistemi ile biyofilm olusturan suslarin hizli tesbiti ile etkili tedaviye sagladigi
katk1y1 géstermek agisindan 6nem arz etmektedir.

VITEK-2 raporuna gore, asir1 Amp-c enzim Uretimi, beta-laktamlara, 6zellikle
karbapenem grubu antibiyotiklere direncli P. aeruginosa izolatlarindan kaynaklanabilir,
bu nedenle gelecek calismalarda ampC geninin tanimlanmasi 6nemlidir.

P. aeruginosa’nin, dzellikle hastanelerde, yayilmasini kontrol etmek ve 6nlemek
amaciyla salginlar1 takip etmek ve izlemek i¢in programlarin gelistirilmesinde,

P. aeruginosa’nin neden oldugu bakteriyel enfeksiyonlara karsi hangi
antibiyotigin daha fazla etkili oldugunu belirlemek i¢in {ilke hastanelerinde kapsamli ve
periyodik antibiyotik duyarlilik testlerinin yapilmasit hususunda gelecekte yapilacak

arastirmalar i¢in bir 6n hazirlik niteligindedir.
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